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RESUMO

Justicia thunbergioides (Lindau) Leonard e Justicia pectoralis Jacq. pertencem a familia
Acanthaceae, sendo que muitas especies da mesma sdo
amplamente utilizadas na medicina popular para o tratamento de doencgas respiratorias e
gastrointestinais (CORREA et al., 2012). Neste sentido, este trabalho visa o uso da
imagem hiperespectral para distinguir as espécies J. thunbergioides e J. pectoralis assim
como o estudo fitoquimico e a atividade antioxidante das folhas de J. thunbergioides. A
imagem hiperespectral de folhas secas e pulverizadas de espécies de Justicia foram
obtidas utilizando-se equipamento SisuCHEMA que produz imagens no infravermelho
de ondas curtas (Short Wave Infrared; SWIR) (TANKEU et al., 2015; SANDASI et al.,
2014). Das folhas de J. thunbergioides foram obtidos os extratos brutos (hexanico [HEX],
diclorometanico [DC] e metandlico [ME]). O extrato DC foi fracionado por
cromatografia em coluna e as substancias identificadas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos
(HEX, DC e ME) de J. thunbergioides foi realizado pelo método do DPPH
(MELAGRAKI et al., 2009). Na triagem fitoquimica das folhas de J. thunbergioides
verificou-se a presenca de heterosideos cardioativos, flavonoides, cumarinas, alcaloides
e saponinas e nas folhas de J. pectoralis a presenca de heterosideos antraquindnicos,
cardioativos, flavonoides, cumarinas e alcaloides. As analises de componentes principais
(Principal Component Analysis, PCA) mostrou uma distingdo clara e diferenciagao entre
as folhas das duas amostras de Justicia, sendo considerado um método de controle de
qualidade objetico e ndo destrutivo, justificando assim o uso dessa tecnologia na
comparacdo da autenticidade de matérias-primas vegetas. O extrato ME apresentou forte
acao antioxidante inibindo o radical DPPH (0,5 mmol/mL) em cerca de em cerca de 75%
na presenca da concentragdo a 12 pg/mL e ICso de 3,2 pg/mL, apresentando potente
atividade antioxidante (AAIl > 2), sendo mais eficiente que o extrato DC de J.
thunbergioides o qual foi obtido ICso= 78,5 e AAI de 0,25 considerado baixa atividade
antioxidante (AAI <0,5), assim como o extrato HEX que apresentou uma atividade menor
ainda, com AAI = 0,11 (baixo potencial antioxidante) e 0 ICso obtido foi muito superior
(186,38). No extrato DC foram identificados 29 compostos, entre eles, terpenos,
hidrocarbonetos, cetonas; aldeidos, alcoois graxos, lignanas, vitamina E e B-sitosterol.
Estudos de atividade antioxidante e identificacdo de compostos quimicos foram relatados
pela primeira vez em J. thunbergioides.

Palavras-chave: Justicia thunbergioides. Justicia pectoralis. Metab6litos Secundarios.
Atividade Bioldgica. Controle de qualidade.



ABSTRACT

Justicia thunbergioides and Justicia pectoralis belong to the family Acanthaceae, many
species of this family are widely used in tradicional medicine for the treatment of
respiratory and gastrointestinal diseases (CORREA et al., 2012). In this sense, this paper
aims to use the hyperspectral image to distinguish the species J. thunbergioides and J.
pectoralis, the phytochemical study and antioxidant activity of the leaves of J.
thunbergioides. The hyperspectral image of dried and pulverized leaves of Justicia
species were obtained using SisuCHEMA which produces Short Wave Infrared images
(SWIR) (TANKEU et al., 2015; SANDASI et al., 2014). From the leaves of J.
thunbergioides the brut extracts were obtained (hexane [HEX], dichloromethane [DC]
and methanolic [ME]). The DC extract was fractionated by column chromatography and
the substances identified by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The
evaluation of the antioxidant activity of the extracts (HEX, DC and ME) of J.
thunbergioides was performed by the DPPH method (MELAGRAKI et al., 2009). In the
phytochemical analysis of leaves from J. thunbergioides the presence of cardioactive
heterosides, flavonoids, coumarins, alkaloids and saponins was verified and in the leaves
from J. pectoralis the presence of anthraquinones, cardioactive, flavonoids, coumarins
and alkaloids heterosides. The Principal Component Analysis (PCA) showed a clear
distinction and differentiation between the leaves of the two Justicia samples, being
considered an objective and non-destructive quality control method, thus justifying the
use of this technology in the comparison of authenticity of vegantal raw materials. The
extract ME showed a strong antioxidant action by inhibiting the DPPH radical (0.5 mmol
/ mL) by about 75% in the presence of the concentration at 12 pg / mL and IC50 of 3.2
ug / mL, presenting potent antioxidant activity (AAI> 2), being more efficient than the
DC extract of J. thunbergioides, which obtained IC50 = 78.5 and AAI of 0.25 considered
low antioxidant activity (AAI <0.5), as well as the HEX extract showed a lower activity
with AAI = 0.11 (low antioxidant potential) and the 1C50 obtained was much higher
(186,38). In the DC extract were identified 29 compounds, among them, terpenes,
hydrocarbons, ketones; aldehydes, fatty alcohols, lignans, vitamin E and f-sitosterol.
Studies of antioxidant activity and identification of chemical compounds were first
reported in J. thunbergioides.

Keywords: Justicia thunbergioides. Justicia pectoralis. Secundary metabolites.
Biological activity. Quality control.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade é reconhecidamente fonte de muitos recursos as populagdes
humanas ao redor do Globo, de acordo com as suas peculiaridades geolocalizadas. E
entendida como a variabilidade de organismos vivos de todas as origens, que diferem
em importancia, chegando a ocupar misséo fundamental seja na cadeia alimentar, seja
no fornecimento de matérias-primas e na producéo de farmacos (SIMOES et al., 2017).

A combinagdo da biodiversidade com o conhecimento tradicional de seu uso
concede ao Brasil uma posic¢éo privilegiada para o desenvolvimento de novos produtos.
A utilizacdo da medicina tradicional no Brasil pode ser justificada pelo fato de que o
pais é detentor de cerca de 20% da biodiversidade mundial (BRASIL, 2018). Cerca de
50 mil espécies de plantas superiores catalogadas ocorrem no Brasil, das quais apenas
8% tiveram seus componentes pesquisados e em torno de mil espécies foram avaliadas
quanto as suas propriedades farmacoldgicas (BRASIL, 2006).

As florestas tropicais concentram mais de 50% das espécies de plantas do
mundo, mas a Floresta Amazénica ndo € a Unica regido de vasta biodiversidade na
Ameérica do Sul. A Floresta Atlantica e o Cerrado também sdo considerados hotspots de
biodiversidade, ou seja, estdo incluidos entre os mais ricos e ameacados reservatorios
de vida animal e vegetal do Planeta, com pelo menos 1.500 espécies endémicas de
plantas e que tenha perdido mais de 3/4 de sua vegetacdo original (MYERS et al., 2000;
apud BRANDAO et al., 2010).

O Bioma Cerrado € a segunda maior formacao vegetacional da América do Sul,
ele ocupa cerca de 204 milhdes de hectares, abrangendo 23% do territorio nacional, e é
o0 Estado de Goias que detém grande parte do mesmo. Considerado a maior savana do
mundo, sua area original supera dois milhdes de km?2 e encontra-se predominantemente
no Planalto Central. A sua area continua abrange, além do Estado de Goiés, Tocantins,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranh&o, Piaui, Rond6nia,
Parang, S&o Paulo e Distrito Federal, além dos encraves no Amapa, Roraima e
Amazonas. Estima-se que de 31 a 34% das regides remanescentes de Cerrado possam
desaparecer até 2050, sendo considerado assim um dos 25 hotspots mundiais para a
conservacao da biodiversidade (OLIVEIRA, 2008; STRASSBURG et al., 2017).

Este bioma se apresenta como promissora fonte de produtos naturais com
propriedades medicinais. A investigacdo de produtos naturais sempre foi objeto de
inimeros estudos e tem fornecido notavel contribui¢do na busca de protétipos para o

desenvolvimento de novos farmacos. Ao avaliar sua evolugdo, observa-se uma
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significativa queda de interesse em meados da década de 1960, provavelmente em
funcdo das complexidades quimicas dos produtos naturais e dificil obtencéo através da
utilizacdo de processos muitas vezes lentos, caros e que resultavam em quantidades
minimas, que em muitas vezes, ndo sdo suficientes para conclusdo dos estudos
(SIMOES, 2017).

Os produtos naturais possuem fitoativos, ou seja, componentes quimicos que
conferem as plantas medicinais atividade terapéutica. Estes, por sua vez, Sao
provenientes do metabolismo secundario das plantas e podem ser divididos em trés
grupos quimicamente distintos: terpenos, compostos fenodlicos e compostos
nitrogenados. Nesse sentido, a fitoquimica tem por objetivo fornecer informacGes
relevantes da presenca de metabdlitos secundarios (ou especiais) presentes nas plantas,
através de etapas de identificacdo, isolamento e elucidacdo estrutural dos constituintes
mais importantes do vegetal, responsaveis ou ndo pela acdo bioldgica (TAIZ; ZEIGER,
2004; LOPEZ, 2006; SIMOES et al., 2017).

No bioma Cerrado, com um arsenal de substéncias ainda ndo totalmente
exploradas na sua biodiversidade, destaca-se a familia botanica Acanthaceae, que possui
ampla distribuicdo nas regides tropicais de todo o mundo, alcancando algumas areas
temperadas, com cerca de 250 géneros e aproximadamente 4000 espécies. Os dois
géneros de maior expressividade sdo Justicia, com 350 a 900 espécies e Ruellia,
apresentando cerca de 250 espécies. No Brasil estima-se que ocorram cerca de 45
géneros e 706 espécies, como Justicia axillaris (Nees) Lindau, Justicia brandegeana
Wassh. & Smith, Justicia brasiliana Roth, Justicia carnea Lindl., Justicia comata (L.)
Lam., Justicia floribunda (C. Koch) Wassh., Justicia laevilinguis (Nees), Justicia
pectoralis Jacq var. stenophylla Leonard, Justicia thunbergioides (Lindau) Leonard,
sendo que pelo menos 254 espécies sdo endémicas, com grande concentracdo das
espécies na regido Sudeste e Centro-Oeste (SARTIN, 2015; PROFICE et al., 2015).

As espécies de estudo deste trabalho sdo: Justicia pectoralis Jacq. e Justicia
thunbergioides (Lindau) Leonard., as quais pertencem a familia Acanthaceae e sdo
encontradas preferencialmente no Cerrado. Poucas espécies de Justicia foram estudadas
(36 espécies de cerca de 900 espécies catalogadas), entre elas e sendo considerada uma
das mais estudadas, cita-se a J. pectoralis Jacq. conhecida popularmente como
“chamba”, “anador” e utilizada na medicina popular contra dores e inflamagdes
(SARTIN, 2015; CORREA et al., 2012).

Diversos sdo os estudos envolvendo essa espéecie, desde isolamento até atividades
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bioldgicas. Fonseca (2010) atraves de estudos fitoquimicos revelou a presenca de varios
compostos incluindo cumarina (1,2-benzopirona) e umbeliferona (7-hidroxicumarina).
Alguns compostos isolados do extrato hidroalcoolico das folhas de J. pectoralis
apresentaram atividades anti-inflamatorias, antinociceptivas e broncodilatadora como é
0 caso da umbeliferona (LEAL et al., 2000; LINO et al., 1997).

Chariandy et al. (1999) relata em seu trabalho o potencial antibacteriano e
larvicida do extrato hidroalcodlico das folhas J. pectoralis, em que dos 51 extratos de
29 espécies de plantas utilizadas para o teste de atividade antibacteriana, 0 extrato
hidroalcodlico de Justicia pectoralis mostrou melhor resultado.

Por outro lado, a espécie J. thunbergioides possui apenas estudos de prospec¢do
fitogquimica das folhas (PEIXOTO et al., 2013; SOUZA, 2014) e ndo ha até o momento,
na literatura, trabalhos sobre isolamento, determinacdo estrutural de compostos

quimicos, assim como estudos de atividades bioldgicas.

1.1 Justificativa

Vaérias espécies da familia Acanthaceae sdo amplamente utilizadas na medicina
popular para o tratamento de doencas respiratdrias e gastrointestinais. Possuem ainda
efeitos no sistema nervoso central como alucindgenos, soniferos, sedativos, depressores
e sdo utilizadas para o tratamento de epilepsia, cefaléia, febre, diabetes, entre outros
(CORREA et al., 2012). Sendo assim, o conhecimento etnofarmacolégico desta familia
exige documentacdo urgente visto que algumas de suas espécies estdo perto da extin¢do
de acordo com o Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 2008) (Quadro 1).

Quadro 1 - Lista Oficial das Espécies da Familia Acanthaceae pertencente a Flora

Brasileira Ameacadas de Extingéo.

Espécie Unidades da Bioma
Federacéo
Ruellia chamaedrys (Nees) Angely SP Mata
Atlantica
Staurogyne brachiata (Hiern) RJ Mata
Leonard Atléantica
Staurogyne veronicifolia (Nees) ES Mata

Kuntze Atlantica
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Staurogyne warmingiana (Hiern) MG Cerrado
Leonard
Stenandrium stenophyllum MG Cerrado
Kameyama
Fonte: BRASIL, 2018.

Entre as 36 espécies de Justicia estudadas, 15 espécies foram encontradas nas
Américas, 13 espécies na Asia, e 8 espécies na Africa. Entre elas, 31 espécies possuem
informacdes etnofarmacoldgicas/farmacologicas, 23 espécies foram quimicamente
investigadas e apenas 18 espécies foram quimica e biologicamente estudadas,
principalmente na ultima década. As espécies mais estudadas sdo Justicia pectoralis
Jacq., Justicia procumbens L., Justicia gendarussa Burm. f., e Justicia anselliana
(News) T. Anderson. Consequentemente, o potencial fitoquimico e biolégico de outras
espécies de Justicia precisam ser explorados (CORREA et al., 2012).

Em relacdo aos estudos anatdmicos, os principais trabalhos referentes a familia
Acanthaceae sdo dos autores Paliwal (1966) para 14 géneros; Pant & Mehra (1963) para
0 género Asteracantha; Ahmad (1964) para o género Thunbergia; Inamdar (1970)
apresentou estudos da ontogenia dos estbmatos em 31 espécies de Acanthaceae; Ahmad
(1976), estudos da epiderme para os géneros Dyschoriste e Hygrophila; Inamdar et al.
(1990) estudos da estrutura dos cistolitos nas Acanthaceae; Tavares (1993) para a
espécie Justicia cydoniifolia (Nees) Lindau coletada no Rio de Janeiro; Larcher &
Boeger (2006) estudo de anatomia foliar da espécie Odontonema strictum (Nees) O.
Kuntze, coletada no municipio de Curitiba, PR.

Estudos citogenéticos tém evidenciado uma variagdo no numero de
cromossomos nos diferentes géneros (n=7 a n= 21), inclusive em Justicia L. (GRANT,
1955; DANIEL; CHUANG, 1998; McDADE et al., 2000).

Em relacdo a alguns dos estudos de biologia reprodutiva das Acantaceas
brasileiras evidenciam-se estudos realizados por Machado (1990) e Machado & Sazima
(1995) no nordeste brasileiro e na regido sudeste por Buzato et al. (2000); Pereira (1998)
e Braz et al. 2000).

Estudos moleculares para alguns géneros pertencentes a tribo Justiceae tém sido
realizados com o objetivo de confirmacdo da monofilia desta familia com a utilizacéo
de analises de parciménia de sequéncias rbcL (SCOTLAND, 1995; McDADE et al.
2000; WASSHAUSEN, 2004). Entretanto, apesar de bem representada na flora do

Brasil, a identificacdo das espécies brasileiras de Acanthaceae é bastante dificil, o que



pode justificar em parte a falta de estudos morfoanatbmicos, fitoquimicos e
quimiotaxondmicos das diferentes espécies dos biomas brasileiros, inclusive do Cerrado
(LEMES et al., 2016).

A falta de padronizacdo farmacobotanica, constitui um obstaculo sob o aspecto
de identificacdo de individuos sob a mesma nomenclatura popular. Sendo necessario a
realizacdo de um estudo detalhado morfoanatémico, histoquimico, bem como, ensaios
de pureza que contribuirdo para a determinacdo de pardmetros de identificacdo de
futuras amostras das plantas (OLIVEIRA et al., 2016). Combinado a estes estudos, a
analise fitoquimica permitira a elucidacéo do perfil de classes metabdlicas de diferentes
espécies, dentre as quais, espécies do género Justicia Linnaes da familia Acanthaceae
Juss. Assim, partindo dos poucos estudos realizados com algumas espécies de Justicia
L., bem como a falta de informacdes sobre as propriedades botanicas, quimicas,
farmacoldgicas e toxicologicas da espécie vegetal J. thunbergioides, o presente estudo

se torna relevante.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral:

Prop6r parametros para o controle de qualidade, a partir de analises por imagem
hiperespectral de J. thunbergioides (Lindau) Leonard e J. pectoralis Jacqg., assim como,
o0 estudo fitoquimico e atividade antioxidante dos extratos brutos das folhas de J.
thunbergioides.

1.2.2 Objetivos especificos:
« Utilizar a imagem hiperespectral em combinacdo com analise de dados
multivariadas para distinguir os materiais vegetais de J. thunbergioides e J. pectoralis

em nivel taxondmico;

« Efetuar a triagem fitoquimica do material vegetal das folhas de J. thunbergioides

e J. pectoralis;

» Determinar a atividade antioxidante total dos extratos brutos das folhas de J.

thunbergioides pela captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina);
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« Purificar, isolar e identificar os metabdlitos secundarios presentes nos extratos
brutos das folhas de J. thunbergioides, utilizando técnicas de analises espectroscopicas
e espectrométricas (UV, IV, EM, RMN 1D, 2D).
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Bioma Cerrado e plantas medicinais

Existem na Terra aproximadamente 350.000 a 550.000 espécies de plantas, mas
grande parte dessas sem estudos quimicos e farmacol6gicos que permitam a elaboragéo
de monografias completas e modernas. Apesar do aumento de estudos nessa area, 0s
dados disponiveis mostram que, em todo o mundo, apenas 17% das plantas foram
estudadas de alguma maneira quanto ao seu emprego medicinal e, na maioria dos casos,
sem grande aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e farmacol6gicos. Esses dados
demonstram o enorme potencial das plantas para a descoberta de novos fitoterdpicos e
fitomedicamentos (FOGLIO, 2006).

O Brasil apresenta uma das floras mais ricas do mundo, com uma estimativa de
aproximadamente 55.000 espécies, incluindo espécies catalogadas e as desconhecidas
ou nao registradas. Representando aproximadamente 22% da flora mundial, distribuida
em seis biomas continentais brasileiros: Amazénia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica,
Pantanal e Pampa (BRASIL, 2018). Na opinido de alguns autores, pelo menos a metade
pode ter alguma propriedade terapéutica atil a populacdo, porém nem 1% dessas
espécies com potencial terapéutico foi motivo de estudos adequados (GIULIETTI et al.,
2005). Sendo, portanto, um celeiro para pesquisa de substancias novas, de interesse
biolégico ou néo.

Muitas espécies sao usadas empiricamente, sem respaldo cientifico quanto a
eficacia e seguranga, 0 que demonstra que em um pais como o Brasil, com enorme
biodiversidade, existe uma lacuna entre a oferta de plantas e as poucas pesquisas. Desta
forma, considera-se este um fator de incentivo ao estudo com plantas, visando sua
utilizacdo como fonte de recursos terapéuticos, pois o reino vegetal representa um vasto
celeiro de moléculas a serem descobertas (FOGLIO et al., 2006).

Com relagdo a obtencdo de substancias organicas naturais a partir da
biodiversidade, o Cerrado é destacado como promissora fonte de plantas possuidoras de
substancias bioativas, sendo o segundo maior bioma do Brasil, sua area original supera
dois milhdes de km? e, o estado de Goiés, detém grande parte do Constitui 23% do
territorio nacional. Estima-se que ocorram no Cerrado cerca de 320.000 especies,
representando, no Brasil, cerca de 30% mesmo (COUTINHO, 2008; BRASIL, 2018).

Segundo Ratter et al. (2003), 44% da flora do Cerrado é endémica o que o

caracteriza como sendo a mais diversificada savana tropical do mundo e amplamente
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utilizada para fins econémicos, destacando-se as espécies de interesse medicinal,
alimenticio, ornamental, forrageiro, apicola, e as produtoras de madeira, cortica, fibras,
oleos, taninos dentre outros.

Apesar de toda a sua biodiversidade, estima-se que cerca de 50% do bioma ja foi
convertido em areas de pastagem e agricultura nos ultimos anos, 70% de sua cobertura
natural ja tenha se perdido, sendo que somente 4,1% encontram-se em unidades de
conservacdo, sendo 2,2% destes de protecdo integral. As maiores ameacas a
biodiversidade culminam na degradacdo do solo e dos ecossistemas nativos e na
dispersdo de espécies exdticas. Alem disso, as queimadas utilizadas para abrir novas
areas agricolas causam perda de nutrientes, compactacdo e erosdo dos solos,
caracterizando num problema grave que atinge grandes areas, especialmente nas regides
montanhosas do leste goiano e oeste mineiro naturais (PORTAL SEIA, 2008;
DURIGAN et al., 2011).

O bioma cerrado, ao lado da Mata Atlantica é considerado um dos “hotspots”
mundiais para a conservacdo devido a sua alta diversidade bioldgica e rapidez com que
esta sendo destruido. Os “hotspots” sdo habitats naturais que correspondem a apenas
1,4% da superficie do planeta, onde se concentra cerca de 60% do patriménio biol6gico
do mundo (MYERS et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2008; PORTAL SEIA, 2008).

Estudo de Napolitano et al. (2016) indica que 151 espécies e morfoespécies
(identificacdo ao nivel de género ou de Reino) encontradas no dominio geografico do
Cerrado sdo utilizadas em biotecnologia, ou seja, em tecnologias que
utilizam organismos vivos, ou produtos elaborados a partir deles, para criar ou
modificar produtos para fins especificos. As espécies que sdo utilizadas em
biotecnologia se concentram principalmente nos grupos de fungos, bactérias,
invertebrados (aranhas e quilopodes), anfibios, répteis (serpentes) e plantas vasculares,
ndo sendo encontradas informacdes para aves, mamiferos e peixes.

Nesse sentido, com relativa facilidade de coleta, condi¢do ambiental favoravel
para desenvolvimento sustentavel, biodiversidade estrutural de substancias organicas
naturais e a possibilidade de descoberta de principios ativos, é possivel destacar as
plantas brasileiras como a principal fonte renovavel para o surgimento e
desenvolvimento de novos farmacos, além de outros produtos que podem ser utilizados
para finalidades sociais adicionais (BRAZ FILHO, 2010).

Plantas medicinais sdo espécies vegetais que produzem algum principio ativo

utilizado para o tratamento de doengas, fornecendo material para tratamentos
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fitoterapicos através de folhas, caules, flores, frutos, cascas, raizes entre outros (VEIGA
et al., 2005; KANZLER, 2013).

Plantas com fins medicinais requerem investigacOes cientificas efetivas, pois
embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos secundarios, apenas 0s
compostos presentes em maior concentragdo sdo geralmente isolados e estudados. Por
isto a necessidade de um trabalho interdisciplinar amplo entre quimicos, boténicos,
farmacologistas, farmacognostas, bidlogos, entre outros para a analise de extratos, onde
se obtém extratos semi-puros, fracoes e finalmente, compostos isolados (VEIGA et al.,
2005; FILHO e YUNES, 1998).

Apo6s uma série de transformacbes tecnoldgicas (quimica e fisica) a planta
medicinal é considerada uma droga vegetal, esta contém certo nimero de substancias
que, na maior parte dos casos, agem sobre o organismo humano. E a fitoquimica que se
encarrega de estudar estas substancias ativas, a sua estrutura, a sua distribuicdo na
planta, as suas modificacOes e os processos de transformacdo que se produzem no
decurso da vida da planta, durante a preparacdo do remédio vegetal e no periodo de
armazenagem (KANZLER, 2013; BARRACA, 1999).

As substancias ativas das plantas medicinais sdo de dois tipos: os produtos do
metabolismo primario (carboidratos, proteinas, lipidios e acidos nucleicos) que séo
substancias indispensaveis a vida da planta e resultantes da absorcdo do carbono,
nitrogénio e da energia, que controlam a formacédo, manutencao e reproducao das plantas
(BARRACA, 1999; LOPEZ, 2006). O segundo tipo de substancias é composto pelos
produtos do metabolismo secundario, ou seja, 6leos essenciais, resinas, alcaloides,
terpenoides, flavonoides, cardiotdnicos, cumarinas, carotenoides, antraquinonas,
saponinas, taninos. Estes produtos embora ndo essenciais para o organismo da planta,
garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo de sua espécie, em seu
ecossistema, além disso, os seus efeitos terapéuticos séo notaveis (SIMOES, 2017).

Metabdlitos secundarios sdo divididos em trés grandes grupos: compostos
fenolicos, terpenos e alcaloides (compostos nitrogenados). Os compostos fenélicos sdo
derivados do é&cido chiquimico (formado por dois metabdlitos da glicose, o
fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato) ou acido mevaldnico. Os terpenos sdo formados
a partir do acido meval6nico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no
cloroplasto). Por fim, os alcaloides sdo derivados de aminoacidos aromaticos
(triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido chiquimico e também de
aminoécidos alifaticos (ornitina, lisina) (LOPEZ, 2006; SIMOES, 2017).
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A fitoquimica estuda os produtos provenientes do metabolismo secundério,
compreendendo as etapas de identificagdo, isolamento, purificacdo e elucidacdo
estrutural destes metabdlitos. Este estudo, quando associado a ensaios especificos,
permite identificar extratos e fracGes bioativas e caracterizar as substancias presentes
em uma determinada espécie (BRAZ FILHO, 2010).

As plantas e o0s extrativos vegetais foram e continuam sendo de grande relevancia,
tendo em vista a utilizacdo das substancias ativas como protdtipos para o
desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas farmacéuticas ou, ainda,
de medicamentos elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais como 0s
medicamentos fitoterapicos (apud PEIXOTO et al., 2013).

Com o arsenal elevado de metabdlitos secundarios ainda ndo totalmente
explorados na biodiversidade do Cerrado, existe um apelo social e cientifico para
identificacdo de possiveis novos farmacos a partir de plantas do Cerrado goiano. Dentre
as familias ainda inexploradas do bioma, Acanthaceae merece atengdo por apresentar
poucos estudos taxonémicos e aplicados e, estes serem escassos para a Regido Centro-
Oeste (LEMES et al., 2016).

2.2 Familia Achanthaceae: distribuicdo geografica, taxonomia e dados
morfologicos

Acanthaceae ¢ uma familia de expressividade e possui ampla distribuicéo,
pertence a superordem Lamiiflorae, ordem Scrophulariales (sensu Dahlgren), e
compreende aproximadamente 250 géneros e aproximadamente 4000 espécies
ocorrendo pelas regiBGes tropicais, subtropicais e algumas areas temperadas onde
possuem pouca representatividade. Sdo plantas herbaceas ou subarbustos, ou arbustivas
com folhas simples, de disposicdo oposta, muitas vezes cruzada. Flores em geral
grandes, reunidas em vistosas inflorescéncias, frequentemente com brécteas coloridas
(JOLY, 1977; WASSHAUSEN & WOOD, 2004; SARTIN, 2015; PROFICE et al.,
2015).

No Brasil compreende cerca de 45 géneros, 706 espécies e 9 variedades. As quais
estdo distribuidas nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste, sendo 0s géneros
mais proeminentes Justicia Linnaeus, Ruellia Linnaeus e Aphelandra Brown. A maioria
dos representantes dessa familia ocorre nos Biomas Mata Atlantica e Cerrado (PROFICE
etal., 2015). No Distrito Federal ocorrem 52 espécies distribuidas em 10 géneros. A flora

das Acanthaceae para o estado de Goias ainda ndo foi finalizada. Entretanto, em
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levantamentos baseados em material de herbario, foi apontado a ocorréncia de 48 espécies
em 8 géneros (VILLAR, 2009; SARTIN, 2015).

Em relacdo a taxonomia, a familia Acanthaceae esta dividida em nove tribos,
Thunbergieae, Nelsonieae, Hygrophileae, Ruellieae, Barlerieae, Aphelndreae,
Gendarusseae, Eranthemeae e Dicliptereae (NEES, 1847a). Cronquist (1988), em seu
sistema de classificacdo das Angiospermas, posiciona as Acanthaceae como
pertencentes a subclasse Asteridae, com caracteristicas bem derivadas quando
comparadas a outras subclasses de dicotileddneas caracterizadas pelo autor. Nesta
subclasse localiza-se na ordem Scrophulariales composta pelas familias Buddlejaceae,
Oleaceae, Scrophulariaceae, Myoporaceae, Gesneriaceae, Acanthaceae, Pedaliaceae,
Martyniaceae e Lentibulariaceae. De acordo com o Angiosperm Phylogeny Group Il
(APG 1), sistema atual para a classificacdo das angiospermas, segundo critérios
filogenéticos, a familia Acanthaceae esta classificada como Eurosideas | na ordem
Lamiales (HASTON et al., 2007).

A familia Acanthaceae foi tradicionalmente dividida por Wasshausen (2004),
em quatro subfamilias: 1) Mendoncioideae, com dois géneros e 88 espécies no oeste da
Africa, Madagascar, América do Sul, sudoeste do México e América Central; 2)
Thunbergioideae, com um género e 90 espécies distribuidas na Africa, Madagascar,
Asia Tropical, Australia e no sudoeste dos Estados Unidos & América do Sul; 3)
Nelsonioideae, com seis géneros (trés monofiléticos) e 62 espéecies em regides tropicais
e subtropicais do Hemisfério Oriental e Ocidental; 4) Anthoideae, uma grande
subfamilia, com 234 géneros em regides tropicais e subtropicais, ambos para Hemisfério
Leste e Oeste e, também encontrada nos Estados Unidos, Australia e Regido do
Mediterraneo (CORTES et al., 2013; MARCHIORETTO et al., 2015).

Atualmente, para o estudo das Acanthaceaes o sistema taxondmico na maioria
dos trabalhos € o proposto por Scotland & Vollensen (2000), no qual prevalece a
definicdo das Acanthaceae sensu lato. Morfologicamente, a familia é descrita como
ervas de base lenhosa, eretas ou prostradas, subarbustos, arbustos ou raramente arvores
de pequeno porte (TrichanteraJack) (NEES, 1847b; BARROSO et. al., 1986;
KAMEYAMA, 1997; WASSHAUSEN, 2004; BRAZ, 2005; SOUZA & LORENZI,
2008; VILLAR 2009). Nesta familia encontram-se muitas espécies de alto valor
ornamental, quer pelas bracteas, quer pelas flores, quer, em certos casos, pelas folhas
variegadas (BARROSO, 1986; SARTIN et al., 2014). Dentre as espécies comumente

cultivadas, encontram-se a tunbérgia (Thunbergia grandiflora Roxb), a sanquésia



(Sanchezia nobilis Hook), o camardo-amarelo (Pachystachys lutea Nees) e o camarao-
vermelho (Justicia brandegeana Wass. & Smith). Entre os géneros nativos, destacam-
se Justicia e Ruellia (SOUZA & LORENZI, 2008).

Em relacdo a conservacdo, algumas espécies sdo consideradas ameacadas
(PROFICE et al. 2013): Justicia brasiliana Roth (1821), Justicia bullata (Nees 1847)
Profice, Justicia catharinensis Lindau, Justicia clausseniana (Nees 1847: 111) Profice
(1996: 2), Justicia congrua (Nees ex Mart.) Lindau Justicia genuflexa Nees & Martius
(1823: 57), Justicia cydoniifolia (Nees) Lindau, Justicia genuflexa Nees & Mart.,
Justicia kleinii Wassh. & L.B.Sm., Justicia laevilinguis (Nees) Lindau, Justicia
lythroides (Nees) V.A.W.Gr aham J. paranaenses (Rizzini 1952: 162) Wasshausen e
Smith (1969: 122), J. polita (Nees 1847: 109) Profice (1996: 30), Justicia
pseudoamazonica Lindau J. ramulosa (Morong 1893: 194) Ezcurra (1988: 350),
Justicia scheidweileri V.A.W.Gr aham. Justicia symphyantha (Nees ex Mart.) Lindau
J. tijucensis Graham (1988: 601), Justicia wasshauseniana Profice.

2.2.1 Justicia: Distribuicdo geografica, atividade biologica e metabdlitos

secundarios isolados

Justicia apresenta cerca de 900 espécies e distribuicdo pantropical, sendo
considerado um dos géneros mais amplos da familia Acanthaceae (DANIEL; LOTT
2009; SARTIN, 2015; PROFICE et al., 2015). Ainda assim, o nimero total de espécies
de Justicia na flora brasileira é desconhecido. As espécies desse género sdo descritas
como ervas, subarbustos, arbustos, lianas ou, mais raramente, arvores. As plantas sdo
hermafroditas, apresentam normalmente folhas opostas, simples e sem estipulas. As
flores s&o isoladas ou em inflorescéncias. As brécteas e bractéolas sdo muitas vezes
coloridas e vistosas. O calice é persistente no fruto (PROFICE et al., 2015; SARTIN,
2015).

Em Goiés, os registros de ocorréncia para espécies da familia Acanthaceae ainda
sdo escassos, comprovando a importancia deste estudo, uma vez que varias espécies
possuem potencialidade farmacoldgica e relevancia do potencial medicinal, visto que em
pesquisas recentes, a presenca de metabolitos secundarios, como alcaldides, ligninas,
flavonoides, terpenoides e cumarinas foi evidenciada (RODRIGUES, 2017; LIMA,
2017; VARGEM, 2015; PEIXOTO, 2013).

Em trabalho de Lemes et al. (2016) foi registrado a ocorréncia de espécies do

género Justicia ocorrentes no Cerrado goiano a partir de pesquisas na base de dados de
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herbarios do “Species Link”, de espécies citadas em trabalhos (Figura 1). O trabalho
resultou em 29 espécies citados em 61 municipios estado de Goias, entre elas estdo
as espécies: J. allocota, J. angustifolia, J. asclepiadea, J. boliviana, J. burchellii, J.
chrysotrichoma, J. cydoniifolia, J. elegans, J. genistiformis, J. glaziovii, J. glischrantha,
J. goianiensis, J. guttata, J. irwinii, J. laevilinguis, J. lanstyakii, J. lavandulaefolia, J.
lythroides, J. matogrossensis, J. nodicaulis, J. oncodes, J. pectoralis, J. polygaloides, J.

pycnophylla, J. riparia, J. sarothroides, J. sericographis, J. thunbergioides, J. tocantina.

Figura 1 - Mapa geral dos registros de Justicia em Goiés

Estado de Goias

Mapa Geral de Geristros de Distribuigdo de Justicia
em Goiéds

Programa Institucional de Bolsas de Iniciagao
Cientifica - PIBIC

Legenda

® Justicia sp.
1 Municipios2016

Fonte: Base Cartografica do SIEG

Elaboracao:

Josiel Araujo Lemes

Joel Francisco de Moura Jinior
Josana de Castro Peixoto

Fonte: LEMES et al., 2016.

Muitas espécies de Justicia sdo usadas na medicina popular para o tratamento de
processos inflamatorios, de doencas respiratérias e gastrointestinais. As plantas também
sdo utilizadas pelos seus efeitos sobre o sistema nervoso central como alucinogénios,
agentes soniferos, sedativos, antidepressivos, para tratamentos da epilepsia e outras
perturbagdes mentais. Outras espécies sdo popularmente utilizadas no tratamento de dor
de cabeca e febre, tuberculose, reumatismo, giardicida, cancer, diabetes e HIV
(CORREA et al., 2012; LOPES et al., 2014).

Algumas espécies de Justicia apresentam atividade antioxidante. Trueba et al.

(2001) mostraram a atividade antioxidante in vitro de extrato seco de J. pectoralis
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(0,0138-2,97 mg / ml) na lipoperoxidacdo em homogenato de cérebros de ratos. Em
trabalho de Fernandes (2016), os extratos metandlicos de caulo e folhas de J.
wasshausseniana e os extratos metanolicos e fraces do caule e folhas de T. acutilfolia
foram testados contra os radicais livres de DPPH sendo que o extrato do caule de J.
wasshausseniana apresentou melhor atividade do que o extrato de folhas, j& a fracéo
hexanica de folhas de T. acutilfolia ndo apresentou uma boa atividade antioxidante,
observando-se uma maior atividade para a fragdo de acetato de etila de caule e folhas.

A atividade antioxidante esta relacionada a presenca de grupos hidroxila em
metabdlitos secundarios, tais como, taninos, flavonoides e alguns compostos volateis.
Estas substéncias agem interagindo com os radicais livres inibindo os processos
oxidativos e diminuindo a atividade das enzimas oxidases ou ainda sdo capazes de atuar
na complexacdo com ions metalicos que catalisam reacdes de oxidacdo (SILVA et al.,
2010).

Recentemente, h4 um aumento no interesse em antioxidantes naturalmente
encontrados em vegetais, pois estudos demonstram seu poder em atuar como agentes
redutores, sequestradores de radicais livres, inibidores de enzimas e como quelantes de
metais, assim como, a oportunidade de substuir os antioxidantes sintéticos, como butil
hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT). Estes possuem a desvantagem de se
acumularem no corpo resultando em danos ao figado e carcinogénese (LEONG et al.,
2008; SCHERER et al., 2009).

Os radicais livres induzem a oxidacgdo e danos as biomoléculas. Esse dano causa
aterosclerose, envelhecimento, cancer e varias outras doencas. Além disso, os radicais
livres sdo conhecidos por participarem na peroxidacdo lipidica em alimentos, que é
responsavel por odores e sabores rangosos. Atualmente, antioxidantes sintéticos como
BHA, BHT e terc-butil-hidroguinona (TBHQ) sdo amplamente utilizados na industria
alimentar como potenciais inibidores da peroxidacéo lipidica (DELMONDES et al.,
2013).

O sequestro de radicais livres, utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) é um
dos principais métodos usados para avaliacdo da atividade antioxidante in vitro de
extrato de plantas. Baseia-se na capacidade dos compostos presentes no extrato em
remover os radicais livres do meio através de rapida doacdo de um atomo de hidrogénio
para estes radicais livres (DPPH) (ALVES, 2010).

A molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre estavel em virtude da

deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta deslocalizagdo
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confere a esta molécula uma coloragéo violeta, caracterizada por uma banda de absor¢éo
em etanol em cerca de 520 nm. Este ensaio se baseia na medida da capacidade
antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-
0 a hidrazina (Figura 2). Quando uma determinada substancia que age como doadora
de &omos de hidrogénio é adicionada a uma solucdo de DPPH, este é reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, tendo assim uma mudanca simultanea na coloragéo
de violeta a amarelo palido, com consequente desaparecimento da absor¢édo, podendo a

mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorvancia (ALVES, 2010).

Figura 2 - Estrutura de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) antes (1) e depois (2)

reacdo com antioxidante.

N02 N02
[ J
N—N

NH—N
+RiH—> +Re
Antioxidante
DPPH Difenil-picril-hidrazina

Fonte: ALVES, 2010.

A atividade antioxidante de espécies do género Justicia é muito estudada,
Krishna et al. (2009) demonstrou que o extrato metandlico das folhas de Justicia
gendarussa apresentou uma forte atividade antioxidante utilizando o método de
sequestro de radicais livres de DPPH, sequestro de perdxido de hidrogénio e reducdo do
ion férrico na presenca e auséncia de EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético). Estudo
de Verdam et al. (2015) comprova que a espécie Justicia acuminatissima possui um
tanino condensado que, ao reduzir a quantidade do radical livre 6xido nitrico em ratos,
mostrou ser um bom antioxidante.

Mariutti & Bragagnolo (2007), mostraram a importancia dos 6leos essenciais
extraidos das espécies da ordem Lamiales como antioxidantes naturais. Arteaga et al.
(2010) relaciona a presenca de orto-metoxilato glicosideolflavonas e compostos
polifendlicos a capacidade antioxidante do extrato aquoso das partes aéreas de J.
pectoralis utilizando o método de sequestro de radicais livres de DPPH.

Além da atividade antioxidante, sdo relatadas na literatura varios outros estudos

de atividades bioldgicas relevantes (atividade antibacteriana, anti-inflamatoria, entre
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outras) em espécies vegetais de Justicia conforme dados compilados no Quadro 2.

Quadro 2 - Atividades bioldgicas dos extratos brutos de espécies do género Justicia.

34

Espécie Parte da Extrato Atividade bioldgica Referéncia
planta
J. acuminatissima Partes aéreas Hidroalcooli Atividade antibacteriana, CORREA et
(Miqg.) Bremek. co anti- al., 2013.
Inflamatéria e
antioxidante
Folhas H>O Atividade anti- VERDAM
inflamatoria e etal., 2015.
antiedematogénica
J. adhatoda Mart. Folhas H.O Hepatoprotector BHATTAC
ex (Nees) HARYYA et
al., 2005.
J. albobracteata Folhas EtOH Epilepsia e Ansiedade AWAD et.
Leonard. al., 2009.
J. anselliana Folhas e EtOH Alelopatia AHANCHE
T. Anderson raizes DE et al.,
(Nees) 2004.
J. aurea Lindau. Folhas EtOH Epilepsia e Ansiedade AWAD et
al., 20009.
J. cataractea Planta inteira EtOH Anti-hipertensivo JIMENEZ et
al., 2001.
J. ciliata Folhas MeOH Antitumoral (inibicdo do DAY etal.,
Jaqc. carcinoma cervical 1999.
humano)
J. comata Planta inteira H-0 Déficit cognitivo MCKENNA
(L.) Lam. etal., 2011.
J. extensa Folhas EtOH Inseticida e Antiviral WANG &
T. Anderson RIPKA,
1983.
J. gendarussa Folhas EtOH Antiartritico PAVAL et
Burm. F. al., 2009.
Partes aéreas H.O Inibicdo da transcriptase SRIDHAR
reversa in vitro do HIV et al., 2006.
tipo 1
Folhas MeOH Antioxidante KRISHNA
et al., 2009.
Folhas MeOH Imunossupressor AROKIYA
RAJ, 2007.
J. patentiflora Folhas EtOAC Antitumoral SUSPLUG
Hemsl. ASetal.,

2005.




Quadro 2 - Atividades bioldgicas dos extratos brutos de espécies do género Justicia.

Continuacao...
J. pectoralis Folhas EtOAC Antibacteriano e CHARIAN
Jact. larvicida DY etal.
1999.
Partes aéreas MeOH Estrogénico, LOCKLEA
progesteroénico, e anti- RAetal.,
inflamatorio 2010.
Folhas EtOH Epilepsia e Ansiedade AWAD et
al., 2009.
Partes aéreas H.O Antioxidante ARTEAGA
et al., 2010.
J. procumbens Planta inteira EtOH Antitumoral (inibicéo do FUKAMIY
T. Anderson ex crescimento das células A & LEE,
(Nees) tumorais de 1986; CHEN
Coelhos) etal., 1996.
J. prostrata Folhas H.0 e EtOH Anti-inflamatoria, SANMUGA
antiulcerogénica e PRIYA et
antidepressivo al., 2005.
J. reptans Folhas EtOH Inibigdo da replicacéo do BEDOYA et
Sw. HIV-1 al., 2008.
J. rhodoptera Folhas Antitumoral (inibicdo de
Baker. EtOH céncer de ovario humano) WILLIAMS
et al., 2003.
J. schimperiana Folhas Hidroalcéoli Hepatoprotetor UMER et
T. Anderson. co al., 2010
J. spicigera Folhas e H.0 e EtOH Antitumoral CACERES-
Schitdl partes aéreas CORTES et
al., 2001;
VEGA-
AVILA et
al., 2009;
ALONSO-
CASTRO et
al., 2011.
J. spicigera Planta inteira EtOH Atividade antibacteriana VEGA-
Schitdl e antifingica AVILA et
al.,
2012
J. valida Partes aéreas H.O Inibicdo da transcriptase WORADUL
Ridl. reversa in vitro do HIV AYAPINI]
tipo 1 et al., 2005

Fonte: Prépria autora, 2018.

Poucas espécies do género Justicia foram estudadas. Algumas espécies tém

somente informagdes farmacoldgicas e poucas espécies foram quimicamente e

biologicamente estudadas. As espécies mais estudadas sdo Justicia pectoralis Jacq.



http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=51386-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DJusticia%2Bprocumbens%26output_format%3Dnormal
http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=51386-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DJusticia%2Bprocumbens%26output_format%3Dnormal
http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=51564-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DJusticia%2Bschimperiana%26output_format%3Dnormal

Justicia procumbens L., Justicia gendarussa Burm., e Justicia anselliana (Nees) T.
Anderson (FERNANDES, 2016)

Uma grande diversidade de classes quimicas é encontrada nas espécies de Justicia,

principalmente alcaloides, cumarinas, lignanas, flavonoides e terpenoides (iridoides,

diterpenos e triterpenoides). Alguns dos metabolitos secundéarios ja isolados das

espécies de Justicia, assim como sua atividade biologica destes, estdo representados no
Quadro 3 (CORREA et al., 2012; CORREA et al., 2013).

Quadro 3 - Atividade biologica de metabdlitos secundéarios isolados de espécies de

Justicia.
Espécie Metabdlito secundario Extrato/ Atividade Referéncia
isolado Fracéo Bioldgica
J. adhatoda Vasicina (1) EtOH Broncodilatad ISMAIL et al.,
ora 1998; LORENZ
etal., 1999;
Vasicinona (2) JINDAL etal.,
1998;
RACHANA et
Vasicinol (3) al., 2011.
J. betonica 5H,6H-Quinindolin- Eter/ ND SUBBARAJU
11-ona AcOEt etal., 2004.
(4)
ND
6H-Quinindolina
©) Antitumoral
10H-
Quindolina
(6)
Cilinaftalideo A CH.Cly/ Antitumoral SUBBARAJU
@) MeOH et al., 2004;
CAPRIO et al.,
2000.
. ., CH:CL/ Efeito sobre a DAY etal.,
Cilinaftalideo B MeOH agregacio 1999: WENGA
®) plaquetéaria et al., 2004.
induzida pela
adrenalina
Jusbetonina CHCls/ Antitumoral DAY etal.,
9) MeOH 1999.
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Quadro 3 - Atividade biologica de metabdlitos secundarios isolados de espécies de

Justicia.
Continuacao...
J. betdnica Justiciosideo A MeOH/ ND KANCHANAP
(10) H.O OOM et al.,
Justiciosideo B 2004;
(12) KANCHANAP
Justiciosideo C OOM et al.,
(12) 2005.
Justiciosideo D
(13)
Justiciosideo E
(14)
Justiciosideo F
(15)
Justiciosideo G
(16)
J. cataractae 3’,4’-Di- EtOH/ Antioxidant JIMENEZ et
hidroxiflavonol H,O ee al., 2001;
(17) vasodilatado WOODMAN et
ra al., 2005;
WOODMAN &
MALAKUL,
2009; WANG et
al., 2004,
Cilinaftalideo A DAY etal.,
@) 1999.
Cilinaftalideo B Antitumoral
(8) e Efeito
4’ -Dimetil CHCly/ sobre a
chinensinaftol metil MeOH agregacdo
J. ciliata éter plaquetaria
(18) induzida
pela
adrenalina
Chinensinaftol metil CHCl, Agregacéo
éter plaquetaria
19)
Tuberculatina ND Antitumoral DAY etal.,
(20) 2000; LU et al.,
2008.
(+)-Isolariciresinol ND Anti- RAJAKUMAR
(21) inflamatéria & SHIVANNA,
2009; KUPELI
Helioxantina Hepatite B, etal., 2003
(22) Antitumoral TSENG et al.,
J. flava e replicacéo 2008; CHANG
viral et al., 2000;
Podofilotoxina Quimioterap MECKES et al.,
(23) ia do cancer 2004; CANEL
et al., 2000.
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Quadro 3 - Atividade bioldgica de metabdlitos secundarios isolados de espécies de

Justicia.
Continuacao...
Apigenina EtOH Anti- WAMHI et al.,
(24) inflamatéria e 1974;
propriedades SAWATZKY
antitumorais et al., 2006;
J. gendarussa CAletal.,
2011.
Vitexina
(25) Anti- SRIDHAR et
inflamatoria e al., 2006;
antinociceptiv GORZALCZ
a ANY etal.,
2011.
J. glauca Justiciresinol AcOEt Citotdxica SUBBARAJU
(26) etal., 1991,
J. hyssopifolia Elenosideo AcOEt Sedativa, NAVARRO
(27) relaxante etal., 2001lae
muscular, 2001b;
antiviral, ALONSO et
inseticida, al., 1997.
cardiotbnica,
analgésica e
anti-
inflamatoria
J. patentiflora Neesiinosideo A MeOH ND SUBBARAJU
(28) et al., 2004.
47 -0O-
Acetilpatentiflorina B
(29)
Justiflorinol
(30) AcOEt Citotoxicidad SUSPLUGAS
Patentiflorina A e para etal., 2005.
(31) carcinomas
Patentiflorina B humanos
(32)
J. pectoralis Acido 3,2
hidroxifenilpropiénico
(33) Anti-
Dihidroxicumarina EtOH/H,0 inflamatoria, LEAL etal.,
(34) analgésica e 2000; LINO et
Umbeliferona broncodilatad al., 1997
(35) ora
N,N-dimetiltriptamina H.0 Alucinégeno MCKENNA
(36) etal., 1984
1,2-benzopiranona EtOH ND Joseph et al.,
(37) 1988.
2"-0-
rhamnosylswertisin
(38)
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Quadro 3 - Atividade bioldgica de metabdlitos secundarios isolados de espécies de

Justicia.
Continuacao...
J. procumbens Cilinaftalideo B MeOH Efeito sobre a DAY etal.,
(8) agregacdo 1999;
plaquetaria WENGA et
induzida pela al., 2004.
adrenalina
Chinensinaftol EtOH Agregacdo CHEN et
metil éter plaquetéaria al., 1996.
(19)
Justicidinosideo A ASANO et
(39) al., 1996.
Justicidinosideo B MeOH
(40) Atividade
Justicidinosideo C antiviral
(41)
Neojusticina A EtOH e Inibicdo CHEN et
(42) MeOH antiplaquetaria al., 1996;
FUKAMIY
A & LEE,
1986; WU et
al., 2007.
Taiwanina E EtOH Inibicdo da CHEN et
(43) agregacgdo al., 1996;
plaquetaria e CHANG et
antitumoral al., 2000.
Patentiflorina B MeOH Antitumoral DAY etal.,
(32) 2000; LU et
al., 2008.
J. purpurea Cleistantina B MeOH Antitumoral KAVITHA
(44) et al., 2003;
PRADHEEP
Juspurpurina MeOH ND KUMAR et
(45) al., 2000.
Justalaconina
(46)
Taiwanina E metil Inibicdo da KAVITHA
éter agregacao et al., 2003
47) plaquetéria e
citotoxicidade
contra carcinoma
cervical humano
Sesamina Angiogénica KAVITHA
(48) etal., 2003;
CHUNG et
al., 2010.
J. simplex Justicisaponina MeOH Antiabortiva GHOSAL et
(49) al., 1981;
BADAMI et
al., 2003.
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Quadro 3 - Atividade bioldgica de metabdlitos secundarios isolados de espécies de

Justicia.
Continuacao...
Alantoina ND Anti- DOMINGUE
(50) inflamatoria e Zetal., 1990;
Glcera NIU et al.,
2010.
Caempferitrina CHCl; Antimicrobiana, DOMINGUE
(51) anti- Zetal., 1990;
. inflamatoria e ABDEL-
J. spicigera reduz o nivel de GHANI et al.,
glicose no 2001; FANG
sangue et al., 2005;
CAZAROLLI
et al., 2006.
Criptoxantina EtOH Antioxidante DOMINGUE
(52) Zetal., 1990;
SLAVIN et
al., 2009

Fonte: Prépria autora, 2018.

Figura 3 - Metabolitos secundarios isolados de espécies de Justicia.
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Fonte: Prépria Autora, 2018.

2.2.2 Justicia pectoralis e Justicia thunbergioides

Justicia pectoralis é popularmente conhecida como “chamba”, “anador”,
“cerebril”, “erva-de-santo-antonio”, ‘“carpinteiro”, ‘“trevo-cumaru”, “melhoral”,
“canelinha”, entre outros. E uma erva doméstica encontrada em vérios paises da
América do Norte, do Sul e Central, como México, Trinidad e Tobago, Cuba, Jamaica,
Equador Ocidental, Venezuela, Colémbia e Brasil. Existem registros dessa espécie no
Centro-Oeste, Norte e Nordeste do Brasil, incluindo estados de Goias, Mato Grosso,

Acre, Amazonas, Para, Rondonia, Roraima, Maranhdo e Ceard (VIANA et al., 2013;



PROFICE et al., 2015; MOURA et al., 2017).

J. pectoralis possui flores que variam do lild&s ao azul, inconspicua, perene,
suberecta, sempre verde, com folhas estreitas e longas atingindo até 5 cm de
comprimento (Figura 4). A planta propaga-se facilmente por rebentos e estacas,
crescendo em canteiros e jarros, formando conjuntos aglomerados, atingindo cerca de
40 cm de altura (OLIVEIRA et al., 2000a).

E considerada uma planta de uso medicinal nas regiées Norte e Nordeste como
expectorante, antiasmatica e analgésica. Também é usados contra tosse e bronquite,
assim como, alucindgena pelos indios da América do Sul (MATOS, 2007; OLIVEIRA
et al., 2000a).

Atualmente, o xarope é a Unica apresentacdo farmacéutica produzida a partir do
Chamba, pelos programas governamentais de fitoterapia do Nordeste denominado
“Farmacias Vivas” (BRASIL, 2013). Além disso, esta espécie pertence ao Relacdo
Nacional de Plantas de Interesse do SUS (RENISUS, 2009). A presenca desta espécie
na referida relacdo mostra sua potencialidade terapéutica para elaboracéo de produtos
fitoterapicos com aplicabilidade no SUS, uma vez que evidéncias cientificas mostram

sua seguranga e eficacia (BRASIL, 2009).

Figura 4 - Justicia pectoralis Jacqg. (ACANTHACEAE) — A) Aspecto geral da
planta. B) Flores.

Fonte: Prépria autora, 2018.

A avaliacdo clinica preliminar da eficacia do xarope de "chamba™ no tratamento
de pacientes com asma leve a moderada mostrou que, ap06s uma semana de tratamento,
0s pacientes apresentaram obstrucdo reduzida das vias aereas, com aumento em volume
expiratério forcado, capacidade vital forcada e fluxo expiratorio maximo (FONSECA,
2010). Em trabalho de Nascimento (2018) o Xarope de Chamba foi eficaz no alivio

sintomatico da tosse, da congestdo nasal e da rinorreia, além de melhorar a capacidade
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de dormir das criangas e de seus responsaveis, quando comparado ao placebo, com
placebo.

Analise fitoquimica preliminar realizada com o extrato de folhas de J. pectoralis
através de reacdes gerais de identificacdo ou cromatografia em camada fina, revelaram
além da presenca de cumarinas e alcaloides, flavonodides, esteroides e triterpendides
(LEAL etal., 2000; OLIVEIRA et al., 2000b; ARAUJO et al., 2014; LEAL etal., 2017).

Duke (1987) menciona a presenca de alcaldides (N,N-dimetiltriptamina) (36, pag.
44) em baixas concentracfes em J. pectoralis, justificando o efeito alucindgeno das
espécies e sua utilizacdo para esse fim em tribos indigenas na América do Sul. No
entanto, outros autores negam a presenca de alcal6ides, justificando o uso dessas
preparacdes em rituais meramente como aromatizante devido ao odor agradavel das
cumarinas (MELO; ANDRADE, 1989; LEAL et al., 2017).

A cumarina € um grupo heterociclico, aromético, encontrada em numerosas
espécies de plantas com potencial farmacoldgico. Devido a sua capacidade para
aumentar a atividade proteolitica dos macréfagos tem sido indicada para o tratamento
de pacientes com linfedema, enquanto que derivados de cumarinas, tais como
umbeliferona (UMB) (35, pag. 44), possuem numerosas propriedades farmacoldgicas
especificas, incluindo anti-inflamatéria, hipoglicemiantes e hipolipemiantes
(FONSECA et al., 2010; CLODIUS; PILLER, 1978; LINO et al., 1997; RAMESH,;
PUGALENDI, 2005).

A presenca de cumarinas em J. pectoralis ja foi referida por varios autores, sendo
estas 0s principais constituintes desta espécie, sugerindo serem tais substancias as
principais responsaveis pela sua atividade fitoterapica (OLIVEIRA et al., 2000b;
FONSECA et al., 2010).

Em estudos mais antigos, De Vries et al. (1988), isolaram varios compostos do
extrato das partes aéreas de J. pectoralis, tais como 7-hidroxicumarina (umbeliferona,
35, pag. 44), dihidroxi-cumarina (34, pag. 45) e 3,2 acido hidroxifenilpropionico (33,
pag. 44).

Joseph et al. (1988) isolaram varios tipos de flavonoides do extrato etandlico da
planta inteira (raizes, folhas e caules) de J. pectoralis, e alguns deles foram encontrados
pela primeira vez em espécies pertencentes a familia Acanthaceae, como € o caso de 2"-
o-ramnosil-swertisina (38, pag. 44). Cinco compostos foram identificados no extrato
hidroalcolico das folhas em espécies cultivadas em Fortaleza/Ceara: 1,2-benzopirona

(cumarina, 37, pag. 44), 7-hidroxi-1,2-benzopirona (umbeliferona, 35, pag. 44), alem
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de pequenas quantidades de acido o-hidroxi-transcinamico acetilado (acido cumarico
acetilado), entre outros (LINO et al., 1997).

Rodrigues (2017) constatou que o 6leo essencial obtido das partes aéreas de J.
pectoralis apresenta potencial acdo antibacteriana, uma vez que, apesar de uma cepa de
Escherichia coli ter demonstrado resisténcia (baixa susceptibilidade), o dleo apresentou
fraca agdo antibacteriana sobre Pseudomonas aeroginosa e moderada atividade
antibacteriana sobre as cepas de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis.

Fonseca (2009) investigou a avaliacdo toxicoldgica "in vitro" do extrato seco
padronizado das partes aéreas de Justicia pectoralis, onde foi constatada a sua baixa
citotoxicidade em neutrofilos humano, mensurada pela atividade da enzima lactato
desidrogenase, além de reduzir a liberacdo de mieloperoxidase por eles. Neste estudo,
reduziu em até 38 % o edema de pata induzido por carragenina e 79,6 % a nocicep¢ao
induzida por capsaicina.

Lockleara et al. (2010) concluiu em seu trabalho que o extrato metandlico das
partes aéreas de Justicia pectoralis possui efeitos estrogénicos, progestagénicos e anti-
inflamatdrios, portanto, ttm um mecanismo de acdo plausivel, explicando seu uso
tradicional para a menopausa. Em trabalho de Ramesh and Pugalendi (2006) os extratos
metanolicos preparados das partes aéreas induziram, in vitro, a diminuicéo da afinidade
de estradiol e progesterona aos seus receptores em células cancerosas de mama humana.
Essas acBes explicam o uso tradicional da espécie no tratamento dos sintomas pré-
menstruais e menopausa, bem como, a ac¢do anti-inflamatéria (LOCKLEARA et al.,
2010)

Por outro lado, ndo ha, até onde se sabe, nenhum metabdlito secundario isolado e
nem mesmo estudos de atividade bioldgica da espécie vegetal J. thunbergioides
(Lindau) Leonard, a qual pertence ao género Justicia Linnaes e possui distribuicdo no
Bioma Cerrado.

E encontrada na Bolivia, norte da Argentina e no Brasil. No Brasil, encontra-se
distribuida nos Estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Paraiba (Figura 5) (VILAR,
2009; SOUSA et al., 2016).
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Figura 5 - Mapa de distribuicdo geografica de J. thunbergioides no Brasil.
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Fonte: SOUSA et al., 2016.

J. thunbergioides possui como principais caracteristicas folhas opostas, simples,
lanceoladas e margens onduladas, subtendidas por uma bractea grande e folidcea com
as nervuras bem marcadas, apresenta flores isoladas e pedunculadas, envoltas por duas
bracteas e duas bractéolas (Figura 6). A corola possui o apice do labio superior reflexo
e, em algumas populacbes, as racteas sdo arroxeadas. Cresce preferencialmente em
florestas secas em baixas altitudes em areas de calcério e sua floracdo é observada no
verdo ao outono e frutificacdo do final do outono e no inverno (VILAR, 2009; SARTIN,
2015; SOUSA et al., 2016).



Figura 6 - Justicia thunbergioides (ACANTHACEAE) — A) Aspecto geral da
planta. B) Flores.

Fonte: Prépria autora, 2018.

2.2.3 Imagem hiperespectral no controle de qualidade de plantas medicinais

A impressdo digital quimica baseada em vérias técnicas analiticas tem sido
utilizada para a identificacdo, autenticacdo e controle de qualidade de produtos
fitoterapicos e produtos relacionados. Algumas técnicas cromatograficas usadas para
impressdo digital quimica incluem cromatografia de camada fina de alto desempenho
(High-Performance Thin-Layer Chromatography, HPTLC), cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (High performance liquid chromatography, HPLC), cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (Gas Chromatography-Mass Spectrometry,
GC-MS) e cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massa (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS) (YANG et al., 2011; DENG; YANG;
2013; HE et al., 2015) As vantagens desses métodos incluem boa repetibilidade, ampla
aplicabilidade e capacidades qualitativas e quantitativas. Estes métodos, no entanto,
requerem preparacdo complicada e grande quantidade de amostras, pessoal
especializado e tempo de anélise mais longo (DJOKAM et al., 2017).

Sendo assim, tem sido utilizados na literatura métodos de controle de qualidade
que permitem rapidamente autenticar materiais vegetais por meio de analise
hiperespectral de imagens (HyperSpectral Image, HSI) (DJOKAM et al., 2017,
GRAHN; GELADI, 2007). Além da aplicacdo em pesquisas cientificas, as analises
utilizando HSI podem ser aplicadas ainda na area forense, nas industrias alimenticia,
farmacéutica, agricola que exigem resultados qualitativos e quantitativos (DALE et al.,
2013).

A imagem HSI é uma técnica que tem a capacidade de analisar tanto as
propriedades quimicas quanto fisicas de uma amostra simultaneamente. HSI combina

ambas as informagdes (espaciais e espectrais) de uma amostra e produz imagens em



cada comprimento de onda (1), resultando num conjunto de imagens/dados (Figura 7)
(TANKEU et al., 2015). Ou seja, as imagens sao coletadas em fun¢do do comprimento
de onda resultando em um conjunto de imagens referidas como um hipercubo, este
possui duas dimensfes espaciais (X;y) e um comprimento de onda. Em qualquer
comprimento de onda, a imagem compreende varios pixels, onde cada pixel representa
um espectro contendo a informacg&o quimica. As imagens sdo analisadas para identificar
regides de onda onde sdo observadas diferengas quimicas nas amostras (ou espécies)
investigadas (SANDASI et al., 2014).

Para analise da HSI sdo usados varios modelos matematicos, tais como a analise
de componentes principais (Principal Component Analysis, PCA), minimos quadrados
parciais e analise discriminante (Partial Least Squares, PLS, Discriminant Analysis,
DA). Em geral, PCA é usado em HSI para a reducéo de imagens e identificacdo de regido
espectral importante no processo de classificacdo de objetos/analitos de interesse
(GOWENA et al., 2017).

A PLS-DA permite discriminar classes baseadas nos espectros de cada pixel
ligados & natureza quimica dos constituintes da amostra no processo de identificagdo do
objeto/analito de interesse (EYLENBOSCH et al., 2014).

Figura 7 - llustracdo de um hipercubo espectral criado através da combinacéo de
duas dimensdes espaciais (x;y) e de comprimento de onda ().
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Spectral signatures of two different pixels One spatial image of n y m pixels
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Fonte: SANDASI et al., 2014.
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Na area da botanica os modelos matematicos sdo usados para estimar aspectos
biofisicos e bioquimicos das plantas, medir a clorofila das plantas, detectar mudangas
na vegetacdo, medir a variacdo de umidade, assim como ferramenta analitica de controle
de qualidade de matérias-primas (SOUZA, 2013).

Outra caracteristica da HSI é que se caracteriza por analises ndo destrutivas e
podem ser realizadas num periodo muito mais curto em comparagdo com métodos de
analise convencionais, tais como, cromatografia a liquido (SANDASI et al., 2014).

O potencial da HSI foi usado como método de controle de qualidade rapido para
matérias-primas e produtos contendo trés espécies vegetais da familia Echinacea por
Sandasi et al. (2014) onde as analises da PCA mostraram uma clara distingdo entre as
amostras de raizes e folhas das espécies vegetais, mostrando assim que a HSI é um
método de controle de qualidade objetivo e ndo destrutivo para autenticar matérias-
primas de origem vegetal.

Em outro estudo, Tankeu et al. (2015) sugere o uso da HSI e PLS-DA como
método para distinguir entre duas espécies de familias diferentes Stephania tetrandra
("hang fang ji") e Aristolochia fangchi (“guang fang ji") utilizadas na medicina
tradicional chinesa para a mesma finalidade (diurético, antireumatico, analgésico e anti-
inflamatodrio) e que sdo comumente referidas como “fangji”.

Neste estudo, as analises por HSI foram utilizadas com o objetivo de realizar a
distingdo quimica e fisica entre J. pectoralis e J. thunbergioides. Enquanto que para a
primeira espécie vegetal os estudos fitoquimicos sdo diversos (sendo encontrados
cumarinas, heterosideos antraquinénicos, cardioativos, saponinas, taninos e
flavonoides) em contrapartida para a segunda espécie ha raros estudos relacionados a
sua composicao quimica e atividade biolégica (CORREA et al., 2012; CORREA et al.,
2013).

A distingdo entre ambas as espécies permitira avaliar a qualidade dos materiais
vegetais através de uma metodologia rapida e ndo destrutiva em comparacdo com

analises convencionais, tais como, a cromatografia liquida
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta do material boténico

As folhas de J. thunbergioides foram coletadas em Corumba de Goiés: Rodovia
Corumba de Goiés-Pirenopolis, 15°56°05’S 48°50°46”W em maio de 2016.

As folhas de J. pectoralis foram coletadas na Casa de Vegetagdo no Centro
Universitario de  Anapolis-UniEVANGELICA, Anapolis/GO  (16°34'50"S e
48°92'88"W), em fevereiro de 2017. O cultivo foi realizado em canteiros, com
especamento aproximado de 40x40 cm, adubag&do organica, irrigagdo com agua potavel
e sem o0 abrigo da luz. As matrizes das plantas também foram coletadas nas
proximidades do Cérrego do Ouro, Brasilia, DF (15°30°S, 47°57"W).

Exsicatas das folhas de J. thunbergioides e J. pectoralis foram depositadas no
herbario da Universidade Estadual de Goids, campus Anéapolis, sob os nimeros 723 e
1234, respectivamente.

Foram coletadas folhas adultas de J. thunbergioides e J. pectoralis. As folhas
frescas ndo apresentaram sinais de necrose, clorose ou contaminacdo por fungos. Para
uma maior uniformidade das amostras, as coletas foram realizadas sempre por volta das
10 AM.

3.2 Secagem e extracgao

As folhas dos materiais vegetais foram secas em estufa com circulacdo de ar
interna, (40°C) (QUIMIS, modelo Q317M42) durante 7 dias e pulverizados em moinho
de facas rotativas (WILLYE TECNAL, modelo TE 650) (OLIVEIRA e AKISUE,
1989). Foram obtidos 270g e 75g de material vegetal pulverizado de J. thunbergioides
e J. pectoralis, respectivamente. O pd assim obtido de cada espécie foi devidamente
identificado, acondicionado e armazenado a temperatura ambiente até a sua utilizacao
nos experimentos. Esta etapa foi realizada no Laboratério de Pesquisa em
Biodiversidade (LAPEBIO) do Centro Universitario de Anapolis - UniEVANGELICA.

3.2.1 Extrato bruto de J. thunbergioides
Os extratos-brutos foram obtidos a partir do material seco e pulverizado das
folhas de J. thunbergioides (250 g) através da técnica de maceragdo dindmica a frio
(FILHO, 1998). Foram realizadas 5 extracbes com hexano, 5 extragbes com

diclorometano e 5 extragdes metanol, num intervalo de 72h entre elas, num periodo de
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45 dias, utilizando o mesmo material (250 g). Foram utilizados 700 mL de solvente em
cada extracdo, ou seja, 0,35 g/mL (m/v).

Em seguida, cada extrato foi concentrado a pressdo reduzida em evaporador
rotatdrio (45°C), os extratos foram armazenados em freezer (-10°C) até a sua utilizacéo
nos experimentos. Foram obtidos 7g de extrato bruto hexanico, 10g de extrato bruto

diclorometénico e 62g de extrato bruto metanolico (Tabela 1).

Tabela 1 - Extratos brutos obtidos apds maceracdo dindmica a frio do material
seco e moido das folhas de J. thunbergioides.

Quantidade Extrato bruto Quantidade Quantidade
material obtido apo6s (9) (%)
moido (g) extragao
Hexanico 7,0 8,9
250.0 Diclorometanico 10,0 12,6
Metandlico 62,0 78,9

Fonte: Prépria autora, 2018.

3.3 Infravermelho de onda curta (SWIR) imagem hiperespectral

As amostras pulverizadas de J. thunbergioides e J. pectoralis foram obtidos
conforme descrito no item 3.2 e analisados por HSI (TANKEU et al., 2015; SANDASI
et al., 2014). As imagens foram adquiridas usando a estacdo de trabalho SisSuUCHEMA
da Specim, Spectral Imaging Ltd. da Finlandia que produz imagens no infravermelho
de ondas curtas (Short Wave Infrared; SWIR).

Estas andlises foram realizadas no Laboratorio de Computacdo Cientifica da
Escola de Ciéncias Exatas e da Computacdo da Pontifica Universidade Catdlica de
Goias (PUC Goias), Goiania, GO.

As amostras de Justicia (J. thunbergioides e J. pectoralis) foram depositadas em
batogues, contendo 6 porc¢des de aproximadamente 5 gramas para cada espécie.

Foi realizado um pré-processamento das imagens afim de suavizar ruidos (tanto
ambientais quanto dos proprios sensores) e ressaltar caracteristicas mais relevantes das
amostras. Foram utilizados a normalizacdo dos espectros, para que fossem
proporcionais entre si e também a variacdo normal padrdo (Standard Normal Variate,
SVN) para suavizar atributos que ndo contribuem na etapa de classificacao.

A analise exploratoria da HSI com o PCA removeu informagdes néo relacionadas
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com as amostras, tais como, o batoque, a bandeja onde sdo depositadas. Assim, no final
do processo de pré-processamento a HSI resultante continha os espectros mais
representativos das amostras.

Uma vez que as amostras sdo linearmente separaveis no plano da PCA, foi
possivel construir um modelo de classificacdo capaz de identificar novas amostras, umas
vez que a PCA ndo é capaz de classificar cada amostra. O modelo de classificacéo
utilizado no trabalho foi a PLS-DA. A classificacdo foi realizada em duas etapas. A
primeira de treinamento foi realizada utilizando um subconjunto de amostras de Justicia
para que o modelo utilizado aprendesse a distinguir as duas espécies: J. thunbergioides
e J. pectoralis. A segunda etapa foi o teste do modelo treinado com o objetivo de
verificar a capacidade de identificar cada uma das espécies. O teste foi realizado com

um subconjunto de amostras de Justicia ndo inclusas na etapa de treinamento

3.4 Determinacdo da perda por dessecacdo dos materiais vegetais

Os ensaios para a determinacdo do teor de umidade foram realizados em
triplicata conforme Farmacopéia Brasileira V (2010). Foi pesado, em balanca analitica
de precisdo (Modelo AG-200, Gehaka), 2 g do material botanico pulverizado, de cada
uma das espécies (J. pectoralis e J. thunbergioides), e transferido para um cadinho,
previamente pesado e dessecado a 100-105°C por 30 minutos. Em seguida, a amostra
foi colocada em estufa (Brasdonto, modelo 1) a 100-105°C por 2h, retirada e pesada.
Pesou-se 0 material vegetal em intervalos de 1 hora. O ensaio foi concluido quando duas
pesagens sucessivas ndo diferiram entre si por mais de 5 mg. A porcentagem de
materiais volateis foi calculada em relacdo a amostra seca ao ar utilizando a formula
(COSTA, 1982; PREGNOLATTO; PREGNOLATTO, 1985):

% teor de volateis = N/P x 100)

Em que:
N — Perda de peso da amostra (g).
P — Peso inicial da amostra (g).

3.5 Determinacéao do teor de cinzas

3.5.1 Determinacao do teor de cinzas totais

Para a determinacdo do teor de cinzas totais, os ensaios foram realizados em
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triplicata, conforme a Farmacopéia Brasileira V (2010). Foi pesado em balanga analitica
de precisdo (modelo AG-200, Gehaka), 3 g da amostra pulverizada, de ambas as
espeécies, as quais foram transferidas para cadinho de porcelana previamente calcinado,
resfriado e pesado. A amostra foi distribuida de forma uniforme e incinerada em mufla
(modelo Q318M21, QUIMIS), durante periodo indeterminado, mas até que as cinzas
ficassem brancas ou acinzentadas. Em seguida, a amostra foi retirada da mufla, colocada
em dessecador, resfriada e pesada. A porcentagem de cinzas totais foi calculada em
relacdo a amostra seca ao ar (COSTA, 1982; PREGNOLATTO; PREGNOLATTO,
1985) conforme férmula abaixo:
% teor de cinzas = N/P x 100

Em que:
N — Massa de cinzas totais da amostra (g).
P — Massa inicial da amostra (g).

3.5.2 Determinacdo do teor de cinzas insoltveis em acido cloridrico (HCI)

Para a determinacdo desse pardmetro de qualidade, os residuos obtidos na
determinacdo do teor de cinzas totais de ambas as espécies, em triplicata, foram fervidos
durante 5 minutos com 20 ml de HCI 7%, preparado conforme Farmacopeia Brasileira
V (2010) em cadinhos cobertos com vidro relégio. O residuo foi filtrado em papel-filtro
quantitativo. Os cadinhos e os vidros de rel6gios foram lavados em &gua quente. O papel
de filtro contendo o residuo foi lavado com agua quente até que o filtrado se tornasse
neutro. O papel-filtro contendo o residuo foi transferido para o cadinho original e levado
a secagem e carbonizacdo em fogareiro. Em seguida, os cadinhos foram transferidos
para uma mufla QUIMIS modelo Q318M21, pré-aquecida a 500°C, incinerando-se 0
residuo por 5 horas, obtendo-se a formacdo de cinzas brancas. Os cadinhos foram
resfriados em dessecador e pesados. A porcentagem de cinzas insolGveis em &cido

cloridrico foi calculada em relacdo a amostra inicial (COSTA, 2001).

% teor de cinzas insolveis em 4cido = (P1 — P2)/ P3 x 100

Em que:
P1 — peso do cadinho apos a calcinacéo e resfriamento (g);
P2 — peso do cadinho com a amostra apos a calcinacao e resfriamento (g);

P3 — peso inicial da amostra (g).
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3.6 Triagem fitoquimica das espécies vegetais (J. pectoralis e J. thunbergioides)

As analises relacionadas a triagem fitoquimica foram realizadas no Laboratéro

de Pesquisa em Biodiversidade (LAPEBIO) do Centro Universitario de Anapolis —
UniEVANGELICA, utilizando métodos adaptados de Costa (2001), Matos (1988),
Matos & Matos (1989) e Simdes et al. (2017) para a pesquisa de: Heterosideos
antraquindnicos, heterosideos cardioativos, heterosideos flavonoides, heterosideos

saponinicos, taninos, alcalédes e cumarinas.

3.7 Determinagéo da atividade antioxidante total pela captura do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila DPPH

A atividade antioxidante para os extratos brutos de diferentes polaridades
(hexanico, diclorometanico e metandlico - item 3.2.1) foram realizadas pela captura do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH).

O procedimento consistiu no preparo de uma solucgéo estoque de DPPH em etanol
(0.1 mmol), a qual foi adicionada 1ml desta a 1 mL das solucbes contendo os extratos
brutos de diferentes polaridades e concentragcbes (MELAGRAKI et al., 2009).

As solucBes contendo o0s extratos metanolico de J. thunbergioides nas
concentragdes de 1, 2, 4, 6, 8, 10, 16, 22 e 32 pg/mL foram previamente preparadas a
partir de uma solugéo estoque contendo 1600 pg/mL de extrato metandlico. As solucGes
resultaram na concentracgéo final de 0,05 mmol de DPPHe 0,5, 1, 2, 3, 4,5, 8, 12 e 16
pg/mL de extrato metandlico das folhas de de J. thunbergioides.

Para o extrato diclorometanico das folhas de J. thunbergioides as concentracfes
finais foram de 10, 20, 30, 40, 60, 125, 190 e 250 pg/mL, e foram preparadas a partir de
uma solucéo estoque de 2140 ug/mL de extrato diclorometénico.

Para o extrato hexanico das folhas de J. thunbergioides as concentracdes finais
foram de 10, 25, 50, 125, 250, 400 e 500 ug/mL e foram preparadas a partir de uma
solugdo estoque de 2500 pg/mL de extrato hexanico.

As misturas foram agitadas a 450 rpm por 30 min e mantidas em ambiente sem
luz a temperatura ambiente (25°C).

As leituras das absorvancias das amostras foram realizadas em espectrofotémetro
(UV-VIS Shimadzu). Como branco (controle negativo) utilizou-se uma solugéo
contendo 1 mL de DPPH e 1 mL de etanol, e como controle positivo foi utilizada uma
solucdo contendo acido galico a 10 pmol (BORGES, et.al., 2015; MALKI, et al., 2017).

59



O experimento foi realizado em duplicata.

Os resultados desta atividade foram expressos em percentagem de inibicdo de
oxidacdo, ou seja, a porcentagem de atividade antioxidante € correspondente a
quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante. Quanto maior o consumo de DPPH
pela amostra, maior é sua atividade antioxidante (AA) (ALVES et al., 2007)

O percentual de radical DPPH capturado foi calculado seguindo a seguinte

equacdo (SCHERER et al., 2009):

(%) DPPH capturado = (Abso - Abs1 / Abso) x 100

Onde: Abso foi a absorbancia da reagédo controle (1 mL DDPH + 1 mL etanol) e
Absi a absorbancia na presenca da amostra teste (extrato bruto + DPPH).

O ICx foi calculado com base na equacédo da reta obtida por meio de regressao
linear.

y=ax+Db
ICs0 = (50-b)/a

Em que: - a e b sdo os coeficientes da equacdo da reta Y = ax + b.

O index de atividade antioxidante (AAl) foi calculado com base na seguinte
equacdo (SCHERER et al., 2009). Sendo que 0,5 mmol equivalem a 19,71 pg/mL de
DPPH.

AAI = concentragéo final de DPPH (19,71 pug/mL) / ICsp (ug/mL)

As andlises de determinacdo da atividade antioxidante foram realizadas no
Laboratdrio de Quimica Orgénica e Biocatalise (IQSC) na Universidade de S&o Paulo
(USP).

3.8 Fracionamento, purificacdo e identificacdo dos constituintes quimicos
presentes nos extratos brutos de J. thunbergioides

O fracionamento, isolamento e identificagdo dos compostos descritos nesse
trabalho foram realizados no Laboratdrio de Biocatalise e Quimica Organica do Instituto
de Quimica de Sé&o Carlos, da Universidade de S&o Paulo (IQSC-USP).
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3.8.1 Cromatografia em coluna

O fracionamento e purificagdo das substancias foram realizados por cromatografia
liquida em coluna (CC) de silica-gel 60 VETEC (63 — 200 pum). Foram utilizadas
colunas de diametro variavel, preparadas com fases moveis em hexano:acetato de etila

de modo isocratico e/ou gradiente de acordo com as caracteristicas de cada amostra.

3.8.2 Cromatografia em camada delgada analitica

As andlises das fracdes por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)
foram realizadas utilizando-se placas de aluminio WHATMAN UV 254 (espessura de
0,250 mm) recobertas com silica-gel. As placas foram observadas sob lampada

ultravioleta (254 nm), solucdo de anisaldeido e permanganato de potassio (KMnOa).

3.8.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN) unidimensionais (RMN de
'H e de 13C e DEPT 135°) e bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY e NOESY) foram
obtidos em espectrometro Agilent 400/54 premium shielded ou Agilent 500/54 premium
shielded e foram operados na frequéncia de 500 e 400 MHz (RMN !H) e 125 e 100 MHz
(RMN 3C), respectivamente. Os espectros de RMN foram analisados pelo software
Mestre Nova verséo 9.0.

Os solventes deuterados utilizados foram acetona, cloroférmio (CDCls),
dimetilsufoxido (DMSO-ds) e metanol (CD30D). Os deslocamentos quimicos (8) foram
expressos em partes por milhdo (ppm) e referenciados em relacdo ao sinal do padrdo
interno tetrametilsilano (TMS). As constantes de acoplamento (J) foram expressas em
Hertz (Hz).

3.8.4 Cromatografia gasosa — GC/MS

As andlises por cromatografia a gas acoplada ao espectrébmetro de massas (GC-
MS) foram realizadas em um aparelho da marca Shimadzu/GC2010 plus, com um auto
injetor Shimadzu/ AOC-500 acoplado a um detector seletivo de massa (Shimadzu
MS2010plus) em modo ionizacao eletronica (El, 70 eV).

O GC-MS foi equipado com uma coluna de cromatografia tipo DB-5MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 pum, J & W Scientific), com programacao de temperatura inicial de 60

°C (permanéncia: 1 min) elevacédo de 5 °C/min até 250 °C; mode de injecéo split 1:20;
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fluxo de 1 pL, o gés de arraste foi hélio a 57kPa; 35 minutos de analise.

3.8.5 Espectrometria na regido de absorcédo do Infravermelho (1V)

Os espectros de absorcédo na regido do infravermelho foram obtidos utilizando um
aparelho Shimadzu, modelo IRAffinity-1, operando com Transformada de Fourier e
foram realizadas na Central de Analises Quimicas Instrumentais do Instituto de Quimica
de Sdo Carlos — CAQI/IQSC. As analises foram realizadas utilizando pastilhas de KBr
para as amostras solidas e cristal de silicio para as amostras liquidas. Os espectros foram

obtidos em comprimentos de onda na regido de 400 a 4000 cm™

3.8.6 Fracionamento do extrato diclorometanico das folhas de J.
thunbergioides

Cerca de 3 g do extrato diclorometanico das folhas de J. thunbergioides (item
3.2.1) foram submetidas a processo de filtragdo seletiva em funil sinterizado utilizando
como meio filtrante silica-gel (60g) de 6 nm de diametro de poro da marca Acros
Organic (FERNANDES, 2016). Foram obtidas as fracdes: hexano (JTFDH),
diclorometano (JTFDD), acetato de etila (JTFDA) e metanol (JWFDM) (Esquema 1).

Esquema 1 - Procedimento para isolamento e purificacao dos constituintes do
extrato diclorometanico das folhas de J. thunbergioides.

CH.ClI,
Extrato bruto
39

Filtracdo em silica

Hexano CHClI; AcOEt MeOH
JTFDH JTFDD JTFDA JTFDM
19mg 34mg 29 10mg

Fonte: Prépria autora, 2018.

Em seguida, cada fracdo (JTFDH; JTFDD; JTFDA e JTFDM) foi concentrada a
pressdo reduzida em evaporador rotatorio e analisadas por cromatografia em camada

delgada analitica (CCDA). Dessa forma, com o auxilio de tubos capilares, tanto o extrato



bruto diclorometanico quando as fragdes obtidas foram aplicados em cromatofolhas de
aluminio de silica gel 60 F2s4 e eluidas com sistemas de solventes modo gradiente:
hexano/acetato de etila (9:1, 1:1, 7:3, v/v), diclorometano/acetato de etila (9:1, 7:3, v/v)
acetato de etila/metanol (9:1).

Apos a eluicdo, as placas foram reveladas com reagentes especificos, tais como,
anisaldeido e permanganato de potéassio (KMxOa) e analisadas em camara de UV nos

comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm.

3.8.6.1 Analises por CG-EM das fracbes JTFDD e JTFDA obtidas do
fracionamento do extrato diclorometanico da folha de J. thunbergioides.

Os compostos foram identificados através da comparacdo dos seus indices de
retencdo e espectros de massas com aqueles existentes na literatura (ADAMS,1995;
JARDIN et al., 2008; ANDRIAMAHARAVO et al., 2014; KURASHOV et al., 2014;
BOULANGER et al., 2000; SEO et al., 2005; PETRAKIS et al., 2001,
ANDRIAMAHARAVO et al., 2014; VEDERNIKOV et al., 2010; ISIDOROV et al.,
2008)

A concentragdo dos constituintes foi calculada através da area integral de seus
respectivos picos, relacionada com a area total de todos os constituintes da amostra. Os
compostos das fracdes JTFDD e JTFDA foram identificados através do indice de retencédo
de Kovats (KI). Foram injetados 1mg/mL de amostra da fracdo (JTFDD) em
diclorometano e Img/mL da fragdo (JTFDA) em acetato de etila, assim como padrdes de
hidrocarbonetos saturados (com cadeias de 9 a 22 &tomos de carbono) a 1mg/mL em
diclorometano, injetados nas mesmas condi¢des cromatograficas das amostras. Os KiI

foram calculados através da equacao:

ikx = 100n + 100An[(trx— trn)/(trm — trn)]

Em que:

ikx= indice de retengao de Kovats da substancia desconhecida “x”
n = nimero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes de x
An =numero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois de x menos o nimero

de carbonos do hidrocarboneto que elui antes de x
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trx = tempo de retencéo da substancia desconhecida

trn = tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui antes de x
trm = tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui depois de x

3.8.7 Fracionamento do extrato bruto metanodlico das folhas de J. thunbergioides
Foi realizada a extracdo acido-base do extrato metanolico (30 g) das folhas de J.

thunbergioides (item 3.2.1) através da extracdo com cloroférmio visando a extracéo de
alcaloides e cumarinas (F1 — Esquema 2). O precipitado foi submetido a hidrélise com
HCI 1N afim de liberar os acucares, durante 2h a 100°C. O hidrolisado resultante foi
neutralizado com NaOH e particionado com acetato de etila, obtendo-se assim as fragdes
(F2) e (F3) - Esquema 2 conforme metodologia de Oliveira (2000b). As fracoes F1, F2
e F3 foram analisadas posteriormente por CCDA (item 3.8.2) e CG-EM (item 3.8.4).

Esquema 2 - Procedimento para isolamento e purificacdo dos constituintes do extrato

metanolico das folhas de J. thunbergioides.

Extrato bruto
Metanélico
(309)

Extracdo com CHCl3

Fracao Precipitado
Cloroférmica

F1)(20m

(FL( 9 Hidrdlise com HCI 1IN
2h a 100°C — Neutralizacdo
com NaOH

[ Hidrolisado ]

Particdo com AcOEt

Fracdo AcOEt Fracdo Aquosa
(F2)(2a) (F3)

Fonte: Prépria autora, 2018.
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3.8.7.1 Isolamento e purificacdo dos compostos da fracao acetato de etila (F2)
do extrato metandlico de J. thunbergioides

A fracao F2 (1g) foi fracionada em coluna cromatogréafica (CC) (2,2 mm) de
adsorcdo em silica gel 60 (27 cm), utilizando como fase movel Hex:AcOEt (10:0;
9,5:0.5; 9:1; 8,5:1,5; 8,0:2,0; 7,5:2,5; 7:3; 6,5:3,5; 6:4; 55:4,5; 5.5, 4,5:5,5 v/v) em
sistema gradiente (Esquema 3).

Foram obtidas 210 fracOes, as quais foram analisadas quanto ao grau de pureza
por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), utilizando cromatofolhas de
aluminio de silica gel 60, Fzs4, eluidas com os mesmos solventes organicos da CC
(Hex:AcOEt (10:0; 9,5:0.5; 9:1; 8,5:1,5; 8,0:2,0; 7,5:2,5; 7:3; 6,5:3,5; 6:4; 5,5:4,5; 5:5,
4,5:5,5 v/v) e reveladas com anisaldeido e em camara de UV nos comprimentos de onda
de 254 nm e 365 nm.

As fragdes 57-63 foram reunidas ap6s analises por CCDA e analisadas por CG-
EM (Figura 42) conforme item 3.8.4 e por espectroscopia de RMN de *H e RMN de
13C.

As fracBes 102-199 foram reunidas apds analises por CCDA e analisadas por CG-
EM (Figura 44). Observou-se um pico (tr = 15.225 min.) acompanhado de impureza.
Portanto, realizou-se a purificagdo deste composto através do fracionamento em coluna
cromatografica (2,2 mm) de adsorcdo em silica gel 60 (27 cm), utilizando-se como fase
movel Hex:AcOEt (10:0; 9,5:0.5; 9:1; 8,5:1,5; 8,0:2,0; 7,5:2,5; 7:3; 6,5:3,5; 6:4; 5,5:4,5;
5:5, 4,5:5,5 v/v) em sistema gradiente. Foram obtidas 75 fragfes, as quais foram
analisadas quanto ao grau de pureza por CCDA, utilizando-se cromatofolhas de
aluminio de silica gel 60, F2s4, eluidas com os mesmos solventes orgénicos da CC,
Hex:AcOEt (100%; 9,5:0.5; 9:1; 8,5:1,5; 8,0:2,0; 7,5:2,5; 7:3; 6,5:3,5; 6:4; 5,5:4,5; 55,
4,5:5,5 v/v) e reveladas com anisaldeido e em camara de UV nos comprimentos de onda
de 254 nm e 365 nm. Apds as analises, as fragdes que apresentaram semelhancas
cromatograficas foram reunidas e analisadas por CG-EM.

A fracdo denominada F34-75 (17 mg) foi posteriormente purificada por
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) utilizando-se como fase
estacionaria silica gel 60, F2s4, (placas de aluminio WHATMAN UV 254; 0,250 mm) e
eluidas em eter etilico 100%. As placas foram reveladas por método fisico (néo-
destrutivo) atraves de camera de radiacdo eletromagnética de comprimento de onda na
regido de ultravioleta (UV) — 254 nm e 366 nm. Nos casos em que 0S compostos ndo

foram visualizados sob UV, foi utilizada revelacdo quimica com anisaldeido.
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Foram obtidas assim 3 fragGes as quais foram reveladas por método fisico (néo-
destrutivo) e analisadas por CG-EM. As fragdes F34-75 C1 e F34-75 C2 foram
identificadas como sendo graxas por CG-EM. A terceira fracdo denominada F34-75 C3
(Figura 45), foi analisada por espectrometria de massas (EM) (Figura 46),
espectroscopia no infravermelho (1V) (Figura 47), RMN de *H, RMN de 3C e RMN
2D com detecgdes inversas tais como a espectroscopia bidimensional de coeréncia
maultiplo quantum heteronuclear a uma ligagdo (HMBC) e espectroscopia bidimensional
envolvendo transi¢Bes quanticas heteronucleares simples a uma ligagdo (HSQC).

As fragbes F201 — 210 também foram reunidas ap6s anélises por CCDA, e
analisadas por CG-EM, RMN de *H e RMN de 3C.

Esquema 3 - Procedimento cromatografico da fracdo Acetato de Etila e
obtencdo da F34-75 C3.

Fracdo Acetato
de Etila (F2)

(19)

e CC — (Silica Gel 60)
e Fase Mdvel 1

1 57 -63 [ 102 a199 } 201-210

(164 mg)

e CC — (Silica Gel 60)
e Fase Mdvel 1

34a75

(17mg)

e CCDP
e Fase Movel 2

Fase Move 1 = Hex:ACOEt [ Faarsci] [ Fas7sce] [ Fas7scs)
(Sistema gradiente)

Fase Mdve 2 = Eter Etilico 100%

Fonte: Prdpria autora, 2018.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados Infravermelho de onda curta (SWIR) imagem hiperespectral

As analises dos espectros SWIR das amostras pulverizadas das folhas de J.
pectoralis e J. thunbergioides (Figura 8) ndo demonstraram caracteristicas distintivas
que podiam ser usadas para diferenciar ambas as espécies. Nesse caso, fez-se necessario
0 uso da PCA para observar as diferengas visuais entre as espécies a partir de imagens

de pontos e graficos de disperséo.

Figura 8 - Imagens espectrais SWIR das amostras pulverizadas das

folhas de J. pectoralis e J.thunbergioides.
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Fonte: Propria Autora, 2018.

A PCA agrupa amostras a partir dos graficos de escores (scores) e cargas fatoriais
(loadings) em que os eixos sdo componentes principais (Principal Component, PC)
onde os dados sdo projetados. Os escores sao a composicdo dos PCs a partir das amostras
e cargas fatorias sdo as composicdes em relacdo as variaveis. A ortogonalidade (90°)
das PCs possibilita verificar a relagdo entre amostras e variaveis a partir de um grafico.

A Figura 9(a) mostra a HSI obtida de trés amostras das amostras pulverizadas de
J. pectoralis e trés amostras de J. thunbergioides. As Figuras 9(b) e 9(c) apresentam a
PCA obtida com as 6 amostras, gerando dois agrupamentos distintos: o agrupamento a
direita sdo referentes aos pixels das amostras de J. pectoralis enquanto os da esquerda

aos pixels de J. thunbergioides. Tais agrupamentos destacam justamente a variagdo
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quimica entre as especies, e esta variacdo pode ser associada estatisticamente com a
variancia explicada dos pontos no grafico das PCs. Os escores correspondentes (PC1 vs.
PC2 e PC1 vs PC3) mostram dois agrupamentos de pixels coloridos de acordo com 0s
valores dos pontos que correspondem as imagens das espécies. Na Figura 9(b) observa-
se que a PC1 acumulou 51,1% da variancia explicada, enquanto a PC2 acumulou 20,1%
e a PC3 acumulou 3,81%. Somando-se as variancias explicadas tém-se 75,01%, o que
significa uma quantidade relevante das caracteristicas dos dados com apenas trés PCs.
Assim, é possivel concluir que as espécies sdo linearmente separaveis com um
plano da PCA, e com isso foi possivel gerar um modelo que classificou as espécies. As
folhas de J. pectoralis apresentaram um perfil de cores semelhantes ao de J.
thunbergioides. E possivel observar uma alta densidade de cores (vermelho) no interior
das imagens e densidade de cores mais baixa (azul escuro) no exterior de ambas as

imagens, evidenciando que o perfil quimico € semelhante nas espécies analisadas.

Figura 9 - HSI de trés amostras pulverizadas de J. pectoralis e trés J.

thunbergioides (a) juntamente com o0s escores da PCA destas amostras

(b) e (c).
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Fonte: Prépria Autora, 2018.

68



A PCA ndo é capaz de classificar cada amostra em uma analise, um classificador
amplamente utilizado é a analise discriminante baseada em minimos quadrados parciais
(Partial Least Squares Discriminant Analysis, PLS-DA). O PLS-DA ¢ um classificador
supervisionado, ou seja, deve-se primeiramente treina-lo com amostras conhecidas para
depois testar sua eficAcia com novas amostras. Assim, para a construcao do classificado,
fez-se necessario treinar o modelo PLS-DA com pixels de amostras de ambas espécies
(EYLENBOSCH et al., 2014). Essa analise permitiu o desenvolvimento de modelos que
poderdo ser utilizados para fins de controle de qualidade em futuros produtos a base
dessas espécies. As amostras de treinamento utilizadas foram as seis amostras
pulverizadas das folhas de ambas as espécies apresentadas na Figura 9(a), e para melhor
visualizacdo a Figura 10 apresenta novamente as amostras e a PCA, porém agora

destacando as classes (espécies).

Figura 10 - Amostras dos extratos secos para o treinamento, sendo trés de J.
pectoralis (em verde) e trés de J. thunbergioides (em azul), juntamente com sua

respectiva PCA.
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Fonte: Prépria Autora, 2018.

Para testar o modelo PLS-DA treinado com as amostras anteriormente citadas,
foram obtidas mais seis novas amostras do material pulverizado das folhas, trés de J.
pectoralis e trés de J. thunbergioides. A HSI foi obtida de modo idéntico as amostras

de treinamento, mudando apenas a disposi¢do como mostra a Figura 11.
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Figura 11 - Amostras dos extratos pulverizados - J. pectoralis (em
verde) e J. thunbergioides (em azul).
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Fonte: Propria Autora, 2018.

Como resultado, a Figura 12 mostra o resultado do modelo de classificacdo PLS-
DA. E possivel observar que o modelo conseguiu identificar as espécies de J. pectoralis,
J. thunbergioides e uma terceira classe identificada como No class (ndo classificado).
Tal classe No class é referente a pixels presentes na imagem que nao pertence a nenhuma
amostra. Estes pixels podem ser provenientes tanto dos batoques quanto da bandeja onde
as amostras foram depositadas na hora da aquisicdo da imagem. Essas informacdes
ruidozas permaneceram na imagem mesmo com a aplicacdo do pré-processamento com
a PCA, mostrando que os resultados poderiam ser ainda melhores com a utilizacdo de
outros filtros. Vale ressaltar que tais ruidos sdo quase imperceptiveis visualmente, e ndo
atrapalham a analise de classificacéo.

A partir da classificacdo PLS-DA, é possivel afirmar a capacidade de HSI-SWIR

de detectar adulteracdo de futuros produtos a base de J. pectoralis e J. thunbergioides.
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Figura 12 - Resultado da classificagéo utilizando PLS-DA.
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Fonte: Propria Autora, 2018.

Com base nas observacdes obtidas a partir da PCA e o PLS-DA verificou-se que
0 uso de imagens quimicas HSI-SWIR para a anélise qualitativa e diferenciacdo de
espécies de Justicia é uma técnica visual promissora para o controle de qualidade de
matérias-primas. Os materiais vegetais obtidos das folhas de J. thunbergioides e J.
pectoralis foram distinguidos quimica e fisicamente. As principais vantagens da técnica
de imagem hiperespectral quando comparada as metodologias convencionais, tais como,
a cromatografia liquida, incluiem a rapidez de analise, facilidade de aquisi¢do das
imagens, preparacdo simples, além de ser uma técnica ndo destrutiva. Como
desvantagens é destacado a necessidade de pessoal especializado e o alto custo do
equipamento.

Ha trabalhos na literatura onde a imagem hiperespectral é usada como método de
controle de qualidade para produtos comerciais contendo espécies vegetais, em trabalho
de Sandasi et al. (2014) as analises da PCA mostraram uma clara distin¢do entre as
amostras pulverizadas de raizes e folhas de espécies vegetais de Echinaceae. Em outro
estudo, Tankeu et al. (2015) utilizou as imagens quimicas HSI-SWIR para distinguir

duas espécies de familias diferentes Stephania tetrandra e Aristolochia fangchi.



Portanto, este € o primeiro relato da utilizagdo desta técnica para o controle de qualidade
de espécies da familia Acanthacea, género Justicia.

4.2 Teor de volateis dos materiais vegetais

As matérias-primas vegetais armazenam determinada quantidade de &gua
mesmo apds o processo de secagem. Este valor esta relacionado com a correta
preparacdo e conservacdo destas. Dessa forma, € relevante o conhecimento da umidade
em espécies vegetais apos procedimento de secagem para serem evitadas contaminacfes
com microrganismos e degradacgdes por enzimas (COSTA, 2001). O teor de umidade é
um parametro que pode interferir consideravelmente na estabilidade dos componentes
ativos presentes na planta, uma vez que a agua excessiva no material vegetal favorece a
acao de enzimas cuja atividade pode levar a degradacao de constituintes quimicos, aléem
de permitir o desenvolvimento de fungos e bactérias (FARIAS, 2010). Por este motivo
a Farmacopeia Brasileira V (2010) estabelece limites aceitaveis de 8 a 14% de umidade
para as drogas vegetais, em geral, com algumas excecbes especificadas nas
monografias. No presente estudo, a secagem do material pulverizado das folhas de J.
pectoralis em estufa resultou em um teor de umidade de 12,7%, valor semelhante
aqueles encontrados por Lima (2017) 8,76% e Vargem (2015) 8,04%. J. thunbergioides
apresentou 11,3% de umidade, sendo que até o momento ndo ha estudos comparativos
para esta espécie. Ambas as espécies estdo dentro dos limites recomendados pela

Farmacopeia Brasileira V.

4.3 Teor de cinzas totais

A determinacdo de cinzas totais permite a verificacdo de impurezas inorganicas
ndo volateis, como as de origem fisioldgica (carbonatos, fosfatos, cloretos e éxidos) e
de origem ndo fisioldgica (terra, areia, pedra e gesso), as quais podem estar presentes na
droga vegetal (SIMOES et al., 2017).

Farmacos vegetais, geralmente sdo falsificados pela adi¢do de produtos de origem
mineral em suas formulagBes. Quando o teor esta acima do estabelecido para a maioria
das espécies vegetais, indica que a droga vegetal estd contaminada. (COSTA, 2001).
Segundo a Farmacopéia Brasileira V (2010), o limite maximo de cinzas totais em uma
matéria-prima vegetal deve ser determinado caso a caso.

O resultado de cinzas totais para a droga vegetal obtida a partir das folhas para J.
pectoralis foi de 14,7 % e para J. thunbergioides de 8,5%. Estudo de Lima (2017) e
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Vargem (2015) confirmam o valor encontrado para a somatoria de cinzas fisioldgicas e
ndo fisioldgicas da espécie J. pectoralis onde para Lima (2017) foi 12,26% e para
Vargem (2015) 6,8%. Na literatura cientifica ndo ha estudos de ensaios de teor de cinzas
para a espécie J. thunbergioides, desta forma ndo ha valores pré-estabelecidos ou

comparativos para este parametro de controle de qualidade.

4.4 Teor de cinzas insoluveis em acido cloridrico

A determinacdo de cinzas insolluveis em &cido cloridrico visa avaliar
separadamente a presenca de cinzas que ndo sdo de origem fisioldgica, como residuos
silicosos que em quantidade acima da estabelecida para a matéria prima vegetal indica
contaminacdo por excesso de areia ou terra. Os insumos de origem natural normalmente
apresentam teores inferiores a 1% para cinzas insolGveis em acido cloridrico (SIMOES
etal., 2017).

O resultado de cinzas soltveis em acido cloridrico para a droga vegetal obtida a
partir das folhas de Justicia pectoralis foi de 0,48% e para J. thunbergioides de 0,92%.
Em estudos de VVargem (2015) e Lima (2017) os valores encontrados foram de 0,14% e
0,79%, respectivamente, confirmando assim o valor encontrado para cinzas nao

fisiologicas em J. pectoralis.

4.5 Triagem fitoquimica de J. thunbergioides e J. pectoralis.

A partir da prospeccéo fitoquimica realizada com as folhas de J. thunbergioides
e J. pectoralis foram analisadas a presenca de heterosideos antraquinénicos, cumarinas,
heterosideos cardioativos (compostos terpénicos e esteroides), heterosideos flavonoides
(compostos fendlicos), alcaldides, taninos e saponinas.

Os resultados das reacGes de caracterizacdo dos metabdlitos secundarios
encontrados nas folhas das espécies vegetais J. thunbergioides Jacq e J. pectoralis
encontram-se sumariados nos Quadros 4. Em J. thunbergioides pOde-se constatar,
como principais metabolitos secundarios: heterosideos flavonoides, tracos de taninos,

saponinas além da presenca de cumarinas.
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Quadro 4 - Reagdes de Caracterizacdo dos Metabdlitos Secundérios das Folhas de J.
thunbergioides e J. pectoralis.

Reac&o de caracterizagéo J. pectoralis J. thunbergioides
Heterosideos Antraguinénicos
1- Reacdo de Borntrager Indireta + -

Heterosideos Cardioativos (Compostos Terpénicos)

1-Reacdo de Liebermann-Burchard + +
2 - Reacdo de Pesez + +
3 - Reacdo de Keller-Kiliani + +

4 - Reacdo de Kedde - -

Heterosideos Flavonoides (Compostos fenolicos)

1 - Reacdo de Shinoda (cianidina) + +
2 - Reagdo Oxalo-Borica + +
3- Reagdo com H,SO4 conc. + +

(Compostos fendlicos)

4 - Reacdo com Hidrdxidos Alcalinos + +
5 - Reacdo com AICl; + +
6 - Reacdo com FeCl; + +
Heterosideos Saponinicos (saponinas) + +
Taninos

1 - Reacéo com Gelatina - +

2 - Reagdo com Sais de Alcaloides - -
3 - Reagdo com Sais Metélicos / +

4 - Reagdo com Hidroxidos Alcalinos - -

Alcaloides

1 - Reativo de Mayer + +
2 - Reativo de Dragendorff + +
3 - Reativo de Bouchardat + +
4 - Reativo de Bertrand + +
5 - Reativo de Hager + +
6 - Acido Tanico + +
Cumarinas + +

Legenda: Reacdo positiva (+); Reacdo negativa (-). Fonte: Propria Autora, 2018.



PESQUISA DE HETEROSIDEOS ANTRAQUINONICOS

As antraquinonas sdo quimicamente definidas como substancias fendlicas
derivadas da dicetona do antraceno (Figura 13). Segundo Simdes et al. (2010), os
farmacos de origem vegetal que contém heterosideos antraquindnicos sdo empregados
desde a antiguidade como laxativos e purgativos. Os principios ativos destes compostos
possuem acao catartica, agem no aparelho digestorio, mais precisamente na contracéo

do mausculo liso da parede do c6lon e também no transporte de ions/absorcdo de agua.

Figura 13 - Estrutura basica de uma antraquinona (9,10-antraquinona)
0

0
Fonte: SIMOES et al., 2017.

Em diversos géneros da familia Acanthaceae, como em Anisacanthus, Mendoncia
e Ruelia encontram-se quinonas, sendo essa ocorréncia considerada uma caracteristica
quimiotaxondmica (SIMOES et al., 2010; VARGEM, 2015).

Na prospeccao fitoquimica da espécie J. pectoralis do presente estudo verificou-
se a presenca de heterosideos antraquinénicos através do desenvolvimento de coloracao
rosea a vermelha na fase amonical (Figura 14.a). Isto ocorre porque em meio alcalino
as quinonas hidroxiladas transformam-se nos anions fenolatos correspondentes, 0s quais
apresentam coloracdo résea a vermelha (FALKENBERG, 2010). A Reacdo de
Borntrager Indireta também foi positiva em estudos de Vargem (2015) Lima (2017) e
Rodrigues (2017).

Em J. thunbergioides ndo foi observado a presenca de heterosideos
antraquindnicos (Figura 14b), pois ndo houve formacao de coloracdo rosea a vermelha
na fase amoniacal. No trabalho de Peixoto (2013), esse metabdlito secundario também

ndo foi verificado.
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Figura 14 ReacOes de Caracterizacdo dos Heterosideos Antraquinénicos (Reagéo de
Borntrager Indireta) em: (a) J. pectoralis e em (b) J. thunbergioides.

a) J. pectoralis b) J thunbergioides

.

Fonte: Prépria autora, 2018.

PESQUISA DE HETEROSIDEOS CARDIOATIVOS

Heterosideos cardioativos sdo moléculas complexas formadas por um anel
lactdnico, um nucleo esteroidal e residuos de aclcar (Figura 15). Sdo utilizados como
diurético e tdnico cardiaco sendo recomendados para tratamento de insuficiéncia
cardiaca congestiva. Segundo Simdes et al. (2010) a distribuicdo de heterosideos
cardioativos é restrita e esporadica, isto é, ocorrem em algumas dezenas de géneros,
distribuidos desigualmente em varias familias botanicas, mostrando ser um excelente
marcador quimico e taxonémico.

Neste estudo ndo foi verificada a presenca de heterosideos cardioativos nas folhas
das espécies de J. pectoralis e J. thunbergioides. As reacfes de Liebermann-Burchard,
reacao de Pesez, reacao de Keller-Kiliani foram positivas porem a reacdo de Kedde que

é especifica para detec¢do do anel lacténico foi negativa.
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Figura 15 - Estrutura basica dos heterosideos cardioativos

R

R= Lactona

H

Fonte: SIMOES et al., 2017.

Na Reagéo de Liebermann-Burchard o desenvolvimento de coloragéo acastanhada
a esverdeada indica reacdo positiva para esteroides/triterpenos. O reagente de
Liebermann-Burchard promove desidratacbes e desidrogenacdes no nucleo
fundamental esteroide resultando em derivados com ligagdes duplas conjugadas,
portanto corados (COSTA, 2001). Esse resultado foi positivo para as espécies J.
pectoralis e J. thunbergioides conforme observado nas Figuras 16.1a e 16.1b.

A reacdo de Pesez também é utilizada para caracterizacao do nucleo esteroide. A
presenca de fluorescéncia amarela ou verde, sob luz ultravioleta (365nm), indica reacdo
positiva (MATOS; MATOS, 1989). Foram observadas nesta reagéo forte fluorescéncia
verde em ambas as espécies (J. pectoralis e J. thunbergioides), caracterizando a
presenca do nucleo esteroide (Figuras 16.3a e 16.3b).

A reacdo de Keller-Kiliani detecta desoxi-agucares através do desenvolvimento
de coloracédo castanho-avermelhada na zona de contato (COSTA, 2001). Esta reacao
também foi positiva para ambas as espécies com o desenvolvimento de um anel de
coloracdo castanha na zona de contato, indicando presenca de desoxiagucares ligados a
estrutura triterpénica (Figuras 16.2a e 16.2b).

A reacdo de Kedde é especifica para deteccdo do anel lactdnico. A coloragdo
castanho-avermelhada a vermelho-violeta indica reacdo positiva para heterosideos
cardioativos (COSTA, 2001). Essa reacdo foi negativa para ambas as espécies (J.
pectoralis e J. thunbergioides), pois a solucdo extrativa ndo apresentou as coloragdes

especificas (Figuras 16.4a e 16.4b).
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Figura 16 - Reacdes de caracterizacdo de heterosideos cardioativos em J. pectoralis e J.
thunbergioides: Reagéo de Liebermann-Burchard (1), Reacdo de Keller-Kiliani (2), Reacdo
de Pesez (3), Reativo de Kedde (4).

a) J. pectoralis b) J. thunbergioides

Fonte: Prépria autora, 2018.

Devido as coloragcOes observadas nas reac6es descritas, pode-se concluir que néo
ha a presenca de heterosideos cardioativos em J. thunbergioides e J. pectoralis pois a
reacao de Kedde é especifica para deteccdo do anel lacténico foi negativa.

Nos estudos de Lima (2017) e Rodrigues (2017) as reacOes foram positivas para
J. pectoralis, sendo que, em trabalho de VVargem (2015) foram observados apenas tracos
desta classe de metabdlitos secundarios. No estudo de Peixoto (2013) a presenca de

heterosideos cardioativos em J. thunbergioides foi postiva.

PESQUISA DE FLAVONOIDES

Outro grupo de metabdlitos secundarios encontrados nas folhas de ambas as
especies (J. thunbergioides e J. pectoralis) foram os flavonoides. Estes ocorrem nas
plantas em uma variedade de formas estruturais, todos contendo 15 atomos de carbono
em seu nucleo basico. Os flavonoides s&o substancias redutoras derivados das chalconas
e de compostos quimicos com esqueletos do tipo flavonas, flavonois, antocianidinas e
catequinas, entre outros (Figura 17) (GALVAO, 2015).

Os flavonoides sdo uma classe muito extensa de produtos naturais distribuidos no
reino vegetal e representam um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados.

Estdo presentes em todas as partes das plantas, desde raizes até as flores e frutos.



Ocorrem de forma livre (aglicona) ou ligados a acgucares (glicosideos). Essa ampla
classe de substancias possui importantes propriedades farmacol6gicas que atuam sobre
o sistema bioldgico, tais como, acdo antioxidante, anti-inflamatdria, antialérgica,
antiviral e anticarcinogénica (GALVAOQ, 2015; VILA, 2006).

Figura 17 - Estruturas basicas de compostos flavonicos. A-flavona; B-chalcona.

A B

OH

Fonte: SIMOES et al., 2017.

Para a caracterizacao e pesquisa de heterosideos flavonoides em J. pectoralis e J.
thunbergioides foram realizadas reacGes especificas para flavanoides (reacdes de
Shinoda, reacdo com &cido sulfurico concentrado e reacdo oxalo-borica e reacdes
especificas para compostos fendlicos em geral (reacdo com hidroxidos, reacdo com
cloreto de aluminio e rea¢do com cloreto férrico).

Na reagédo de Shinoda o aparecimento de coloragdo marrom escura indica reagéo
positiva para heterosideos flavonoides. Nessa reacdo, os derivados flavénicos, que tém
cor amarelada, em presenca de meio acido, (tais como HCI conc.), sdo reduzidos
apresentando coloragdo marrom escura. Chalconas e isoflavonas ndo desenvolvem cor
nesse ensaio (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). Essa reacdo foi positiva para ambas
as espécies (J. thunbergioides e J. pectoralis), pois as solucBes extrativas apresentaram
coloracdo marrom escura (Figura 18.1a e Figura 18.1b).

A presenca de heterosideos flavonicos na amostra, promove o desenvolvimento
de coloracdo amarela na reacdo de hidroxidos alcalinos (COSTA, 2001). Essa reacao
foi positiva para ambas as espécies (J. thunbergioides e J. pectoralis) com o
desenvolvimento de uma coloracdo amarelada esverdeada (Figura 18.2a e 18.2b).

Segundo Zuanazzi e Montanha (2010), muitos compostos fendlicos na presenca
de cloreto férrico desenvolvem coloracdo azul, verde, marrom ou vermelho. Neste

estudo, ambas as espécies apresentaram coloracdo verde enegrecida na reagdo com
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cloreto de aluminio (Figura 18.3a e 18.3b).

A reacdo com cloreto de aluminio também é utilizada para a caracterizacdo de
hidroxilas fendlicas. Neste caso, o cloreto de aluminio forma complexos com hidroxilas
vizinhas ou hidroxilas e carbonilas vizinhas nos derivados flavonoides. Tais complexos
apresentam fluorescéncia que vai do amarelo ao azul-esverdeado quando observados
sob luz ultravioleta 365 nm (COSTA, 2001). Nesta pesquisa, as rea¢des com cloreto de
aluminio foram positivas por apresentarem fluorescéncia amarela-esverdeadas quando
observadas sob comprimento de onda de 365 nm para ambas as espécies (Figura 18.4a
e 18.4b).

Para confirmar a presenca do nucleo fundamental benzopirano, realizou-se

também as reacdes com acido sulfurico concentrado e oxalo-bérica.

Figura 18 - Reagdes de caracterizagdo dos flavonoides em J. pectoralis e J.
thunbergioides: reacdo de Shinoda (1), reacdo com hidrdxidos alcalinos (2), reacédo
com cloreto férrico (3) e reacdo com cloreto de aluminio (4).

a) J. pectoralis b) J. thunbergioides

! T _ "

1@ 3 1@ 3

Fonte: Prépria autor, 2018.

Costa (2001), afirma que os flavonoides da amostra, na presenca de &cido bérico
e acido oxalico, formam complexos cromoforos que apresentam fluorescéncia verde
ligeiramente amarelada sob luz ultravioleta. Isso ocorre porque quando se utiliza acido
oxalico, os flavondis com hidroxila livre em C-3 originam compostos corados de
amarelo-esverdeado solveis em éter, com fluorescéncia perceptivel. Esta reacdo é
exclusiva de flavondis, os outros compostos (flavonas, flavanonas e isoflavonas) podem
corar-se, mas nao apresentam fluorescéncia (Figura 19) (ZUANAZZI; MONTANHA,

2010). Essa reacdo se mostrou positiva para ambas as espécies com fluorescéncia verde
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ligeiramente amarelada sob luz ultravioleta (Figura 20.5a e 20.5b).

Figura 19 - Estrutura de Flavona (A); Flavonol (B); Flavonona (C) e Isoflavonona

(D).

A)

HO Q Wh

OH O

Fonte: ZUANAZZI; MONTANHA, 2010.

Na presenca de acido sulfurico concentrado os compostos flavénicos formam sais
de oxdnio. Estes sais apresentam fluorescéncia variavel (amarela ou verde), conforme a
posicao do ion oxénio, quando expostos a luz ultravioleta (ZUANAZZI; MONTANHA,
2010). Neste estudo, foi observada o desenvolvimento de fluorescéncia verde, sob luz
ultravioleta e comprimento de onda 365 nm, indicando reagBes positivas para
heterosideos flavonoides tanto em J. pectoralis quanto em J. thunbergioides (Figura
20.6a e Figura 20.6b).



Figura 20 - Reacg0es de Caracterizacdo dos flavonoides em J. pectoralis e J.
thunbergioides: reacdo oxalo-bdrica (5), reagdo com H>SO4 conc. (6).

a) J. pectoralis b) J. thunbergioides

Fonte: Prépria autora, 2018.

Os resultados encontrados neste estudo relacionados a presenca de heterosideos
flavonoides em J. pectoralis foram semelhantes aqueles encontrados por Rodrigues
(2017) e Lima (2017). Da mesma maneira, 0s resultados encontrados para J.
thunbergioides foram semelhantes aqueles encontrados por Peixoto (2013).

PESQUISA DE SAPONINAS

Saponinas sao glicosideos de elevada massa molar, estruturalmente constituidos
por uma aglicona com esqueleto de triterpeno ou esteroide, a qual estd unida por meio
de ligac@es glicosidicas a uma ou mais cadeias de agucares, que podem ser lineares ou
ramificadas (Figura 21). O seu nome provém da propriedade de formar espuma
abundante, quando agitadas com agua. As saponinas tém sido apontadas por suas
atividades hemolitica, antiviral e anti-inflamatéria (FARIA, 2015).

As espécies vegetais que contém saponinas sdo utilizadas também por sua agédo
mucolitica, diurética e depurativa. A atividade hemolitica das saponinas faz parte do
sistema de protecdo do vegetal contra-ataques de predadores (virus, insetos, fungos e
bactérias) e estd ligada as atividades antibacteriana, antifingica e espermicida
(LACAILLE-DUBOIS e WAGNER, 1996; SIMOES et al., 2017).
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Figura 21 - Estruturas basicas das saponinas. A - Saponina esteroidal; B - Saponina
triterpénica

Fonte: SIMOES et al., 2017.

A presenca de saponinas em amostras vegetais é constatada pela formacao de
aproximadamente 1 cm de espuma persistente durante 15 minutos, apds agitacao
vigorosa por 20 segundos, em pelo menos um dos dez tubos contendo diferentes
diluices (SIMOES et al., 2017). Neste estudo, observou-se a formagdo de espuma
persistente durante 15 minutos de experimento, apds agitacdo vigorosa por 20 segundos.
Portanto, sugere-se a presenca de saponinas na amostra de J. thunbergioides e J.

pectoralis nos testes realizados (Figuras 22.1 e 22.2).

Figura 22 - Reac0es de caracterizacao das saponinas em J. pectoralis e J.
thunbergioides.
(1) J. pectoralis 2) J. thunbergioides
-

a—

Fonte: Prépria autora, 2018.

A presenca de espuma com aproximadamente 2 cm foi observada na maioria dos

tubos testes na reacdo de caracterizagcdo de saponinas no decocto das folhas de J.
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thunbergioides (Figura 22.2). No trabalho de Peixoto (2013), por outro lado, ndo foi
detectada a presenca de saponinas.

Para J. pectoralis, foi observada a presenca de espuma com 1 cm em um dos tubos,
sugerindo assim a presenca de saponinas nas amostras (Figura 22.1). Da mesma
maneira, Vargem (2015) relatou a presenca destes metabdlitos secundarios nas folhas
de J. pectoralis coletadas na Universidade Estadual de Goiés, municipio de Anépolis-
Goiéas. Chanfrau et. al.; (2008) também verificaram a presenca de saponinas nos extratos
de J. pectoralis Jacq., coletadas no Peru e em Cuba. Por outro lado, estas ndo foram
observadas por Rodrigues (2017) nas folhas de J. pectoralis coletadas na area de cultivo
do Horto Medicinal do centro universitario de Anapolis-Go, UniEvangélica e Lima
(2017) coletadas na Universidade Estadual de Goias, municipio de Anapolis-Goias.

Estas variacfes observadas nos resultados tanto para J. pectoralis quanto para J.
thunbergioides podem ser devidas as diferengas dos pardmetros climaticos e
geogréficos, como temperatura, altitude, pluviosidade, tipo de solo assim como o

preparo e armazenamento adequado dos materiais vegetais.

PESQUISA DE TANINOS

A maioria dos compostos fendlicos ndo é encontrada no estado livre na natureza,
mas sob forma de heterosideos sendo, portanto, sollveis em agua e em solventes
organicos polares. Por serem fendlicos, os taninos sdo muito reativos quimicamente,
formam ligagOes de hidrogénio, intra e intermoleculares (Figura 23). Um mol de
taninos pode ligar-se a doze mols de proteinas; fundamentando-se nessa propriedade
pode-se identificar taninos, por exemplo, por teste de precipitacdo de gelatinas. Estes
compostos sdo facilmente oxidaveis, tanto através de enzimas vegetais especificas
quanto por influéncia de metais, como cloreto férrico, 0 que ocasiona o escurecimento

de suas soluces, sendo esses 0s mais comuns (MONTEIRO, 2005).
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Figura 23 - Estruturas basicas dos taninos. A — acido galico; B — acido elagico

HO OH

OH

Fonte: SIMOES et al., 2017

Acredita-se que as atividades farmacoldgicas dos taninos sdo devidas, pelo
menos em parte, a trés caracteristicas gerais que S40 comuns em maior ou menor grau
aos dois grupos de taninos, condensados e hidrolisaveis: 1) complexa¢do com ions
metélicos (ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio, célcio, entre outros), 2) atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres e 3) habilidade de complexar com outras
moléculas incluindo macromoléculas tais como proteinas e polissacarideos
(RODRIGUES, 2017).

A pesquisa de taninos em J. pectoralis e J. thunbergioides foi realizada através
das reacbes com gelatina, com sais de alcaloides, com sais metalicos e com hidroxidos
alcalinos.

Nas reacGes com sais de alcaloides a presenca de precipitado indica a existéncia
de taninos na amostra, pois as hidroxilas fenolicas dos taninos reagem com 0s
grupamentos aminas dos alcaloides formando substancias insoltveis (COSTA, 2001).
Neste estudo, essas reacGes foram negativas para ambas as espécies vegetais (Figura
24.a e 24.b).
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Figura 24 - Reag0es com sais de alcaloides em J. pectoralis e J. thunbergioides.

a) J. pectoralis b) J. thunbergioides
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Fonte: Prépria autora, 2018.

Quando taninos reagem com a gelatina formam-se ligacGes de hidrogénio entre as
hidroxilas fendlicas dos taninos e 0s grupamentos amidas das proteinas, além de
interacOes hidrofdbicas e algumas ligacBes covalentes, responsaveis pelo aparecimento
de um precipitado (SANTOS e MELO, 2010). A reacdo com gelatina foi positiva apenas
para a espécie J. thunbergioides onde foi possivel observar um precipitado (Figura
25.1b).

Nas reacdes com sais metalicos a presenca de taninos € evidenciada pela formacédo
de precipitados nas amostras. O aparecimento de precipitado ocorre quando 0s taninos
reagem com sais de metais pesados como cobre, ferro, zinco, dentre outros, formando
fenatos insoluveis. Os fenatos férricos apresentam coloracdo enegrecida (COSTA,
2001). A reacdo com acetato de cobre a 4% e cloreto férrico a 2% foram positivas para
a espécie J. thunbergioides (Figura 25.2b e 25.3b). J& para a espécie J. pectoralis

apenas na reacdo com acetato de cobre a 4% houve precipitacdo (Figura 25.a dir.).
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Figura 25 - Reac0es de caracterizacdo de taninos em J. pectoralis e J. thunbergioides.

a) J pectoralis b) J. thunbergioides
Controle positivo (esq.) e tubo teste com Solugdo de gelatina 2,5% em cloreto de
acetato de cobre 4% (dir.) sodio 5% (1); Acetato de cobre 4% (2) e

cloreto férmrico 2% (3).

@ @ G

Fonte: Prépria autora, 2018.

Nas reacdes com hidroxidos alcalinos a presenca de taninos é evidenciada pela
formacéo de precipitado e presenca de fenatos solUveis na solucéo. Os fenatos férricos
apresentam coloracdo enegrecida. Na reacdo com hidréxidos ha uma mudanca de
coloracdo da solucdo (escurecimento) caracterizada pela presenca de fenatos sollveis
formados pela reacdo de grupos fendlicos dos taninos com os hidréxidos (COSTA,
2001). Essas reagdes foram negativas para ambas as especies vegetais (Figura 26.a e
Figura 26.b).

Desta maneira, foi possivel verificar tracos de taninos em J. thunbergioides. Em
trabalho de Peixoto (2013) esse metabolito secundario foi verificado.

Em J. pectoralis ndo foi verificada a presenca desse metabo6lito. Em trabalhos de
Lima (2017); Rodrigues (2017) e Vargem (2015) esse metabdlito também nédo foi

verificado.
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Figura 26 - ReacGes com hidroxidos alcalinos em J. pectoralis e J. thunbergioides.

a) J. pectoralis b) J. thunbergioides

| T

Fonte: Propria autora, 2018.

PESQUISA DE ALCALOIDES

Os alcaloides sdo aminas ciclicas que possuem anéis heterociclicos contendo
nitrogénio. S&o produzidos a partir de aminoacidos e possuem grande importancia
farmacoldgica, uma vez que apresentam diversas atividades biologicas em seres
humanos e animais, como, por exemplo, alcaloides ind6licos monoterpénicos que atuam
como depressores cardiaco, diuréticos, tranquilizantes ou afrodisiacos (Figura 27),
(SIMOES, 2007).

Acredita-se que os alcaloides atuem também como reserva da sintese de proteinas,
estimulantes ou reguladores do crescimento, sendo ainda, agentes finais da
desintoxicacao e da transformacdo simples de outras substancias, cujo acimulo pode ser
nocivo ao vegetal. Eles também correspondem as principais acdes terapéuticas naturais
como: anestésica, analgésica, psico-estimulantes, neuro-depressores, entre outras
(CARLOS, 2007).
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Figura 27 - Estruturas bésicas dos alcaloides. A — Codeina; B — Morfina.
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Fonte: SIMOES et al., 2017.

Verificou-se a presenca de alcaloides nos extratos secos das folhas de J. pectoralis
e J. thunbergidoides utilizando o0s seguintes reagentes gerais: reativo de Mayer, reativo
de Dragendorff, reativo de Bouchardat, reativo de Bertrand, reativo de Hager e acido
tanico.

Os reagentes iodados (Mayer, Dragendorff e Bouchardat) precipitam os alcaloides
de solugbes &cidas sob a forma de poliiodetos complexos. Os poli-acidos minerais
complexos (reativo de Bertrand) precipitam os alcaloides em meio &cido ou neutro na
forma de substancias amorfas ou cristalinas. Os reativos a base de acidos organicos
(reativo de Hager e &cido tanico a 1%) precipitam os alcaloides de soluc¢des acidas ou
neutras formando compostos cristalinos que se dissolvem na presenca de alcalis
(COSTA, 2001).

A pesquisa de alcaloides nas amostrar pulverizadas das folhas de J. pectoralis e J.
thunbergidoides, resultou em precipitacdo das solucdes em todos os tubos (Reativo de
Mayer, Reativo de Dragendorff, Reativo de Bouchardat, Reativo de Bertrand, Reativo
de Hager e Acido tinico) indicando assim reagdo positiva para esse metabélito
secundario (Figuras 28.a e 28.b).

Segundo Simdes (2010) o teor de alcaloides em vegetais pode variar de acordo
com seu desenvolvimento vegetativo e com a época do ano. Estudos de Peixoto (2013)
néo foi verificada a presenca deste metabdlito secundario na espécie J. thunbergioides
coletadas no Parque Estadual Serra dos Pireneus, Pirendpolis-Go, no periodo de agosto

a setembro de 2012. Ja a espécie deste estudo foi coletada em maio de 2016.
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Figura 28 - Reacdes de caracterizagéo de alcaloides em J. pectoralis e J.
thunbergioides: Reativo de Mayer (1), Reativo de Dragendorff (2), R. de Bouchardat
(3), R. de Bertrand (4), R. de Hager (5) e Acido Tanico (6).

a) J pectoralis b) J thunbergioides
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Fonte: Propria autora, 2018.

Em estudo de Vargem (2015), Rodrigues (2017) e Lima (2017) néo foi verificada
a presenca de alcaloides em J. pectoralis, no entanto Duke (1987) relata a presenca de
alcaloides (triptaminas) em baixas concentracdes nesta espécie, o que possivelmente
justificaria o potencial alucindgeno da planta, que € utilizada como “rapés” por algumas

tribos indigenas na América do Sul.

CUMARINAS

A cumarina é um grupo heterociclico encontrada em numerosas espécies de
plantas com potencial farmacoldgico (Figura 29). As cumarinas sdo majoritariamente
encontradas em Justicia pectoralis, sendo responsavel pela acdo terapéutica
(FONSECA et al.,, 2010). Devido a sua capacidade para potenciar a atividade
proteolitica dos macréfagos, tém sido indicadas para o tratamento de pacientes com
linfedema, enquanto que seus derivados, tais como umbeliferona (UMB), possuem
numerosas propriedades farmacoldgicas especificas, incluindo acdo anti-inflamatoria,
hipoglicemiantes e hipolipemiantes (CLODIUS, PILLER, 1978; LINO et al., 1997,



RAMESH; PUGALENDI, 2005).

A presenca de cumarinas € apontada como marcador quimico da espécie J.
pectoralis sendo comumente relatados em ensaios de triagem fitoquimica,
cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(VARGEM, 2015; RODRIGUES, 2017; LIMA, 2017).

Figura 29 - Estrutura basica de uma cumarina.
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Fonte: SIMOES et al., 2017.

Na reacdo de caracterizacao de cumarinas para as espécies vegetais J. pectoralis
e J. thunbergioides foi observado que, na regido do papel de filtro contendo a fase
etérea e uma gota de NaOH 1N formou-se fluorescéncia amarelo-esverdeado sob
comprimento de onda 365 nm (Figuras 30.a e 30.b), indicando reacéo positiva para
cumarinas, de acordo com COSTA (2001).

Em solugéo alcalina, as cumarinas desenvolvem cor amarela, devido ao
rompimento do anel lactonico. Peixoto (2013) confirma a presenca deste metabolito
atraves de prospeccdo fitoquimica das folhas de J. thunbergioides. Estudos de Vargem
(2015), Lima (2017) e Rodrigues (2017) confirmam os resultados obtidos para a
espécie J. pectoralis.

As cumarinas sdo componentes importantes na constituicdo das folhas de J.
pectoralis, sendo considerado um marcador quimico da mesma, tendo grande
importancia na sua atividade bioldgica. Esse metabdlito também foi identificado a
partir da prospeccao fitoquimica nas folhas de J. thunbergioides podendo ser um

possivel marcador quimico para essa especie.
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Figura 30 - ReacGes de caracterizagcdo de cumarinas em J. pectoralis e J.
thunbergioides

a) J pectoralis b) J thunbergioides

Fonte: Prépria autora, 2018.

O perfil de metabdlitos secundarios encontrados para a espécie J. thunbergioides
deste estudo ndo apresenta semelhanca ao estudo de Peixoto (2013). No Quadro 5 é
possivel observar que houve similaridade para heterosideos antraquinénicos,
flavondides e cumarinas, os resultados encontrados para 0s demais metabdlitos
secundarios foram divergentes.

Quadro 5 - Comparacdo com dados da literatura das principais classes de metabdlitos
secundérios detectados nas folhas de J. thunbergioides.

Classe Quimica J. thunbergioides J. thunbergioides
(AUTOR, 2018) (PEIXOTO, 2013)

Antraguinonas - -
Cardioativos - +
Flavonoides + +
Saponinas + -
Taninos / +
Alcaloides + -
Cumarinas + +

Legenda: Reacdo positiva (+) ; Reacdo negativa (-); N&o realizado (/). Fonte: Propria autora, 2018.

Através da prospeccéo fitoquimica realizada com as folhas de J. pectoralis Jacq.
pdde-se constatar, como principais metabolitos secundarios, a presenca de heterosideos

antraquindnicos, flavonoides, compostos fendlicos, saponinas e cumarinas. O perfil de



metabolitos secundarios encontrados para a espécie J. pectoralis deste estudo nédo
apresenta semelhanca aos estudos de Vargem (2015), Rodrigues (2017) e Lima (2017).
No Quadro 6 é possivel observar que todos os autores verificaram a presenca de
heterosideos antraquinbnicos e cumarinas, 0s resultados encontrados para os demais

metabolitos secundarios foram divergentes.

Quadro 6 - Comparacdo com dados da literatura das principais classes de metabolitos

secundarios detectados nas folhas de J. pectoralis Jacqg.

CLASSE J. pectoralis J. pectoralis J. pectoralis J. pectoralis
QUIMICA (AUTOR) (LIMA, 2017) (RODRIGUES, (VARGEM,
2017) 2015)
Antraguinonas + + " "
Cardioativos - + + Tracos
Flavonoides + + " Tracos
Saponinas + - - T
Taninos - - B :
Alcaloides + - N -
Cumarinas + + n "

Legenda: Reacéo positiva (+); Reacgdo negativa (-). Fonte: Prdpria Autora.

A producdo de metabdlitos secundarios pela planta ocorre em funcdo da interagdo
planta versus ambiente em resposta a fatores quimicos (pH, temperatura, pH e umidade)
e bioldgicos (agua, solo e fotossintese), nutrientes do solo, poluicdo atmosférica,
altitude, inducéo por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos, assim como horario
de coleta e modo de preparo do material vegetal para analise (GOBBO-NETO; LOPES,
2007; SIMOES, 2017). Este fato pode explicar a diferenca no perfil quimico, de uma

mesma espécie, encontrado através de estudo fitoquimico de um autor para outro.

4.6 Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre
(DPPH) para J. thunbergioides.

Sabe-se que a atividade antioxidante estd relacionada a presenca de grupos
hidroxila em metabdlitos secundérios, tais como, taninos, flavonoides e alguns
compostos volateis (KUNZ, 2007). Neste estudo e também confirmado por Peixoto
(2013) foi verificada a presenca de flavonoides em J. thunbergioides através de

prospeccao fitoquimica e, portanto, a atividade antioxidante foi investigada através da
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utilizacdo da metodologia que utiliza a captura do radical livre 2,2-difenil-picril-
hidrazila - DPPH (item 3.7).

Determinou-se a porcentagem de atividade antioxidante (%AA) correspondente a
qguantidade de DDPH consumida pelo antioxidante. Sendo que a quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a concentra¢do inicial de DPPH em 50%,
denominada concentracéo inibitoria (1Cso).

A correlacdo linear R?2 = 0,9961 representa a linearidade da reta, o qual deve-se
apresentar um valor de pelo menos 0,99. O R2, mostra que a reta teve uma linearidade
de aproximadamente 99% para o extrato hexanico de J. thunbergioides, assim como
para os outros dois extratos (diclorometanico e metandlico) (Figura 31, Figura 32 e
Figura 33).

O extrato hexanico apresentou ICso= 186,38 pug/mL calculado através da equacao
de reta: y = 0,2619x + 1,1861 (Figura 31). Para o extrato diclorometénico foi obtido
ICso= 78,5 pg/mL (Figura 32) e para o extrato metandlico apresentou 1Cso de 3,2 pg/mL
(Figura 33).

Figura 31 - Concentracéo inibitdria (ICso) do extrato hexanico frente
ao radical DPPH.
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Fonte: Prépria Autora, 2018.
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Figura 32 - Concentracdo inibitoria (ICso) do extrato diclorometanico
frente ao teste antioxidante com radical DPPH.
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Fonte: Propria Autora, 2018.

Figura 33 - Concentracéo inibitoria (ICso) do extrato metandlico
frente ao radical DPPH.
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Fonte: Propria Autora, 2018.



Baseado da concentracdo inibitoria (ICs0), assim como no index de atividade
antioxidante (AAI), os trés extratos (hexanico, diclorometanico e metanodlico) de J.
thunbergioides apresentaram atividade antioxidante (Tabela 2), sendo que o extrato
metanolico mostrou uma maior atividade antioxidante em compara¢do com 0s extratos
hexanico e diclorometanico.

Scherer et al. (2009), considera que 0s extratos vegetais apresentam baixa
atividade antioxidante quando AAI <0,5, moderada atividade antioxidante quando AAI
é entre 0,5 e 1,0, forte atividade antioxidante quando AAI é entre 1,0 e 2,0, e muito forte
quando AAI> 2,0.

O index de atividade antioxidante (AAI) (AAIl = concentracdo final de DPPH
(19,71 pg/mL) / 1Cso (ng/mL) para o extrato hexanico foi de 0,10, considerado baixa
atividade antioxidante (AAI<0,5). O index de atividade antioxidante (AAIl) para o
extrato diclorometénico foi de 0,25, também sendo considerado como baixa atividade
antioxidante (AAI<0,5). O extrato metanolico apresentou potente atividade antioxidante
com AAI= 6,1 (AAIl > 2).

A Tabela 2 apresenta os Valores de ICsop e AAI para os extratos de J.

thunbergioides.

Tabela 2 - Valores de ICsoe AAI para os extratos de J. thunbergioides.

Extrato ICso pg/mL AAlI
Hexanico 186,38 0,10
Diclorometénico 78,5 0,25
Metanolico 3,2 6,1
Legenda: ICso - Concentracdo inibitéria; AAl = index de atividade

antioxidante. Acido galico foi usado como controle positivo, inibindo 90,8%
do radical DPPH quanto aplicado na concentracdo de 10 pmol. Fonte:
Propria Autora, 2018.

As tabelas (3, 4 e 5) mostram o resultado do teste antioxidante em diferentes
concentragfes para os extratos (hexanixo, diclorometano e metandlico). O extrato
hexanico foi necessaria uma concentracdo de 500ug/mL para inibir 76% do radical
(Tabela 3). O extrato diclorometanico foi capaz de inibir o radical DPPH (0,5
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mmol/mL) em cerca de 76% na presenca da concentracdo a 125 pg/mL (Tabela 4). O
extrato metandlico foi capaz de inibir o radical DPPH (0,5 mmol/mL) em cerca de 75%

na presenca da concentracao a 12 pg/mL conforme mostra Tabela 5.

Tabela 3 - Resultado do teste antioxidante para o extrato hexanico de J. thunbergioides
realizado com o uso do radical DPPH

pg/mL Inibicdo (%) Inibicdo (%) Inibicdo (%)
R1 R2 Média
500 76 76 76
400 78 73 76
250 65 66 66
125 36 36 36
50 13 17 15
25 8 3 6
10 4 4 4

Legenda: R1= Reacao em duplicata 1; R2 = Reagdo em duplicata 2; DPPH na concentracdo final de 0,05
mmol, 30 min de reacdo no escuro. Acido gélico foi usado como controle positivo, inibindo 90,8% do
radical DPPH quanto aplicado na concentragdo de 10 umol. Fonte: Propria Autora, 2018.

Tabela 4 - Resultado do teste antioxidante para o extrato diclorometanico de J.
thunbergioides realizado com o uso do radical DPPH

pg/mL Inibicdo (%) Inibicdo (%) Inibicdo (%)

R1 R2 Média
250 84 84 84
190 80 79 80
125 76 75 76
60 42 42 42
40 29 28 29
30 23 21 22
20 14 15 14
10 7 5 6

Legenda: R1= Rea¢do em duplicata 1; R2 = Reacdo em duplicata 2; DPPH na concentracéo final de
0,05 mmol, 30 min de reacao no escuro. Acido galico foi usado como controle positivo, inibindo
90,8% do radical DPPH quanto aplicado na concentragdo de 10 umol. Fonte: Propria Autora, 2018.



Tabela 5 - Resultado do teste antioxidante para o extrato metanolico de J. thunbergioides
realizado com o uso do radical DPPH

pg/MlI Inibicdo (%) Inibicdo (%) Inibicdo (%)
R1 R2 Média
16 77 77 77
12 75 75 75
8 74 72 73
5 69 70 70
4 63 62 63
3 48 49 48
2 31 32 31
1 15 15 15
0,5 8 10 9

Legenda: R1= Reacdo em duplicata 1; R2 = Reagdo em duplicata 2; DPPH na concentragdo final de 0,05
mmol, 30 min de reag&o no escuro. Acido gélico foi usado como controle positivo, inibindo 90,8% do radical
DPPH quanto aplicado na concentracdo de 10 umol. Fonte: Propria Autora, 2018.

A avaliacdo da cinética da reacdo entre os extratos (metandlico e diclorometéanico)
e o radical DPPH foram realizadas para determinar o tempo de estabilizacdo da captura
do radical DPPH e atividade antioxidante maxima. Por meio dessas curvas, pode-se
determinar a influéncia das diferentes concentragdes na velocidade de atividade
antioxidante.

Existem trés tipos de cinética de reacdo: a rapida, a intermediaria e a lenta, sendo
que a primeira ocorre quando o composto antioxidante reage em segundos com o radical
DPPH, a segunda quando o composto antioxidante reage com o radical DPPH dentro de
30 minutos e terceira quando o composto antioxidante reage com o radical DPPH e
atinge o término da reacdo em mais de uma hora (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995).

Na Figura 34, pode ser visualizada a curva cinética de captura do
radical DPPH pelas diferentes concentraces do extrato metandlico (60, 30 e 10
pg/mL). Cada extrato apresentou um comportamento distinto de acordo com a
concentragdo testada, por exemplo, o extrato metandlico a 60 pg/mL apresentou uma
forte capacidade antioxidante reagindo com rapidez com o radical livre DPPH e
atingindo a estabilizagdo em cerca de 2 minutos, sendo considerada uma cinética de
reacdo rapida. O extrato a 30 pg/mL também apresentou rapida captura do radical DPPH
sendo a curva bem similar a obtida com 60 pg/mL. J& o extrato metandlico a 10 pg/mL

essa estabilizacdo so foi alcangada em aproximadamente 30 min.



Figura 34 - Curva cinética do extrato metandlico frente ao radical DPPH.
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Legenda: 60 pg/mL em cinza, 30 pg/mL em verde e 10 pg/mL em azul.
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Fonte: Prdpria Autora,

Para o extrato diclorometénico (Figura 35), uma maior concentragdo (250 pg/mL)

foi necessaria para capturar os radicais DPPH sendo necessario cerca de 23 min para

reagir com o radical livre DPPH e atingir a estabilizacdo da reacdo, sendo considerado

assim considera uma cinética intermediaria. Com 125 pg/mL o extrato diclorometano

atingiu a estabilizagcdo em aproximadamente 60 min.
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Figura 35 - Curva cinética do extrato diclorometanico frente ao radical DPPH.
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Legenda: 250 pg/mL em azul e 125 pg/mL em marrom. Propria Autora, 2018.

A atividade antioxidante das particGes acetato de etila e n-butanol do extrato
metanolico de Ruellia tuberosa (Acanthaceae) foi testada pela reducdo do método do
radical DPPH onde o extrato n-butanol possuiu melhor atividade antioxidante com
reducdo do radical DPPH com ICso de 7,42 pg/mL inibindo o radical em 11,31% na
presenca de 50 pg/mL de extrato (AHMAD et al., 2012)

Fernandes et al. (2012) relata em seu trabalho a atividade antioxidante das folhas
e caule de Justicia wassheniana (Acanthaceae) através do método do radical DPPH. O
extrato metanolico das folhas demonstrou menor atividade mesmo quando testado em
maior concentragéo (50g e extrato/g de DPPH), inibindo apenas 43,03% dos radicais. O
resultado do extrato do caule revelou inibicdo de 95,2% (13,59 de extrato/g de DPPH)
dos radicais, sendo assim, mais eficiente.

Mohan et al. (2014) testaram a atividade antioxidante frente ao radical DPPH
dos extratos eter de petroleo, benzénico, metanolico e etandlico dos tubérculos de Ruellia

tuberosa L. (Acanthaceae). Entre o solvente testado o extrato de éter de petr6leo exibiu



maior atividade de eliminacdo de radicais DPPH onde, na concentracdo de 800 pg/mL,
inibiu 99,33% do radical hidroxila e apresentou ICso de 18 ug.mL™.

O extrato de petroleo de folhas de Justicia gendarussa (Acanthaceae) mostrou
maxima propriedade antioxidante inibindo o radical em 87,3% em uma concentracao de
62,5 pg/mL de extrato (REDDY et al., 2015). O extrato aquoso de folhas de Justicia
hypocrateriformis (Acanthaceae) apresentou atividade antioxidante com valor de 1Cso de
9,93 g/mL comparado com o valor ICso de 4,03 mg/mL de referéncia do antioxidante
catequina (AGBOR et al., 2014).

Em estudo de Mesquita et al. (2017) foi relatado o potencial antioxidante do
extrato metanolico e suas respectivas fracGes de particdo das folhas J. thunbergioides
através do meétodo espectrofotométrico utilizando-se o radical livre DPPH onde o
extrato bruto metandlico apresentou moderada atividade antioxidante com ICso de
110,94 + 0,43 pg.mL. Das fracGes provenientes do extrato bruto, a fracio acetato de
etila mostrou-se a mais promissora como antioxidante com 1Cso< 17 pg.mL2. Enquanto,
a fracdo cloroférmica mostrou-se inativa com 1Cso > 200 pg.mL™.

Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua ICsp e
maior a sua atividade antioxidante (PAULO, 2016). Verificou-se neste trabalho que o
extrato metandlico de J. thunbergioides apresentou melhor atividade antioxidante (ICso
de 3,2) comparado com os autores que realizaram a atividade antioxidante de espécies
da familia Acanthaceae (AHMAD et al., 2012; FERNANDES et al., 2012; MOHAN et
al., 2014; REDDY etal., 2015; AGBOR et al., 2014; MESQUITA etal., 2017; PAULO,
2016).

4.7 Isolamento, purificacdo e identificacdo dos metabdlitos secundarios do extrato
bruto diclorometéanico de J. thunbergioides.

Para a identificacdo dos metabodlitos secundarios presentes no extrato bruto
diclorometanico da espécie J. thunbergioides foi realizado um processo de filtragdo
seletiva com os solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol) conforme
metodologia descrita no item 3.8.6. Ap6s analise cromatografica (CCDA), as fragGes
JTFDH, JTFDD, JTFDA e JTFDM foram analisadas por CG-EM (item 3.8.4).

Devido aos resultados positivos frente aos reveladores testados (lampada
ultravioleta 254 nm/ 366 nm e solucédo de anisaldeido) e por apresentarem maior massa
(Esquema 1, pag. 62) obtou-se pelo estudo das fracdes acetato de etila (JTFDA —2g) e
diclorometano (JTFDD — 34 mg).
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4.7.1 ldentificacdo dos compostos presentes no extrato diclorometanico da espécie
J. thunbergioides.

Estudos referentes a composicdo quimica de extratos brutos da espécie J.
thunbergioides ndo séo relatados na literatura. As analises por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) permitiu detectar 40 compostos
quimicos (Figura 36) na particio com acetato de etila (JTFDA) do extrato

diclorometéanico (Esquema 1, pag. 62) da espécie J. thunbergioides.

Figura 36 - Cromatograma da particdo com acetato de etila do extrato
diclorometénico de J. thunbergioides.
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Condicoes: Coluna de cromatografia tipo DB-5MS. Condigdes: 60 °C a 250 °C, 5 °C.min’%, Tiy;
=200 °C, fluxo = 1 mL.min-1, split 20. 60 minutos de analise. Fonte: Prépria Autora, 2017.

Entre os 40 picos detectados foi possivel identificar 16 metabdlitos secundarios
(Figura 37). Os tempos de retencdo (Tr) e comparacdo dos indices de Kovats (Kl),
calculados para cada composto (item 3.8.5.1), encontram-se compilados na Tabela 6 e
0s espectros de massas encontram-se em Anexo (ADAMS, 2007; JARDIN et al., 2008;
ANDRIAMAHARAVO et al., 2014; KURASHOV et al., 2014; BOULANGER et al.,
2000; SEO et al., 2005; PETRAKIS et al., 2001; ANDRIAMAHARAVO et al., 2014;
VEDERNIKOV et al., 2010; ISIDOROV et al., 2008).
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Tabela 6 - Tempos de retencdo (TR) e comparacgdo dos indices de Kovats (K1)
calculados para 0s compostos presentes na particdo com acetato de etila do extrato
diclorometénico de J. thunbergioides.

Pico TR Composto (%) IR exp. IR lit.
(min) GC-MS
1 9.120 Decano 0.31 1000 1000
2 10.325 1,8-Cineol 0.30 1032 1031
3 14.060 Ciclooctanona 1.27 1133 1125
4 16.155 p-Cimen-8-ol 0.57 1189 1182
5 19.255 2,6-Dimetil- 4.42 1276 12772
octa-1,7-dien-
3,6-diol
6 20.075 NI 1.08 1300 -
7 20.295 NI 1.05 1306 -
8 20.950 NI 2.94 1326 -
9 21.980 trans-p-Menth- 441 1356 1374
6-en-2,8-diol
10 22.355 NI 141 1367 -
11 23.645 NI 3.01 1407 -
12 23.855 NI 33.80 1413 -
13 24.020 NI 1.42 1418 -
14 24.235 NI 1.79 1425 -
15 24.545 Hidrato de 0.69 1435 1423
Carvona
16 25.305 NI 1.90 1459 -
17 25.415 NI 1.38 1463 -
18 25.655 NI 2.75 1470 -
19 25.970 NI 1.98 1477 -
20 26.465 NI 4.69 1496 -
21 27.350 NI 3.15 1525 -
22 27.630 NI 4.23 1535 -
23 27.975 NI 2.17 1546 -
24 28.940 Espatulenol 0.77 1578 1578
25 33.045 NI 0.71 1723 -
26 33.390 Oplopanona 2.87 1736 1739
27 34.875 NI 1.18 1791 -
28 36.035 Neofitadieno 1.14 1836 1836°
29 36.180 NI 1.95 1842 -
30 36.995 NI 0.67 1874 -
31 37.925 NI 0.96 1910 -
32 38.400 NI 0.81 1930 -
33 40.580 (11E,132)- 0.90 2020 2095¢
Labdadien-8-ol

34 54.580 NI 0.39 2743 -
35 56.270 1-Hexacosanol 0.58 2905 29061
36 57.845 NI 0.53 3068 -
37 58.270 1-Octacosanol 2.01 3108 3110¢
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38 58.505 Vitamina E 0.45 3129 3130f
39 59.000 Sesamin 1.27 3171 3151¢
40 60.995 B-Sitosterol 2.09 3320 -

Legenda: TR (min): Tempo de retengao por minuto; IR exp: indice de retencéo obtido no experimento; IR
lit: Indice de retencédo obtido na literatura: Adams (2007). Fonte: Propria autora, 2018.

Os compostos e suas porcentagens presentes nos extratos variam de acordo com a
espeécie considerada, as condicdes de coleta e extracao, e as partes da planta utilizadas.
O componente em maior quantidade (33.80%, pico 12) ndo foi identificado pois néo foi
encontrado em nenhuma biblioteca. Os compostos identificados pertencem as seguintes
classes: Terpenos (1,8-Cineol, p-Cimen-8-ol, 2,6-Dimetil-octa-1,7-dien-3,6-diol, trans-
p-Menth-6-en-2,8-diol, Hidrato de carvona, Espatulenol, Oplopanona, Neofitadieno e
(11E,132)-Labdadien-8-ol), Hidrocarboneto (Decano); Cetonas (Ciclooctanona);
Alcool Graxo (1-Hexacosanol e 1-Octacosanol); Tocoferois (Vitamina E); Lignanas

(Sesamina) e Esteroide (B-Sitosterol).

Figura 37 - Constituintes quimicos identificados na parti¢do acetato de etila do extrato
diclorometénico de J. thunbergioides
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A subténcia decano (Pico 1) é um hidrocarboneto, componente importante do
diesel e também é usado na fabricacdo de tintas como solvente de hidrocarboneto, foi
identificado na espécie Acacia praecox (Fabaceae) (ZYGADLO et al., 1996). Até o
momento ndo foi identificado nas espécies da familia Acanthaceae.

O 1,8-cineol ou eucaliptol (Pico 2), € um monoterpeno que possui atividade
inibitoria dos nociceptores e uma reducgdo da atividade gastrointestinal sugerindo acéo
depressora do sistema nervoso central, atividade anti-hipertensiva, pela vasodilatacao
na aorta de ratos e hipotensdo em ratos normotensos, possui também atividade
antiasmatica assim como atividade anti-inflamatdria (SOUTO et al., 2016). A presenca
de 1,8-cineol na espécie Ruellia menthoides (Acanthaceae) foi relatada por Facundo et
al. (2003) na espécie Sfrobilanthes callosus (Acanthaceae) por Weyerstahl et al. (1992)
e no oOleo essencial das folhas de Justicia schimperiana por Abebe et al. (2018).

A ciclooctanona (Pico 3) é uma cetona ciclica, usada como quimico para
sintese, provoca queimaduras na pele e lesbes oculares graves. E identificada em
algumas espécies como no 6leo essencial de Cymbopogon citratus Stapf (Poaceae)
conhecido popularmente como capim santo (SILVA et al., 2013). Néo foi identificado
até o momento em espécies da familia Acanthaceae.

O composto p-Cymen-8-ol (Pico 4) é um alcool, identificado em Oleos
essenciais de varias espécies e considerado um aromatizante. Foi identificada na espécie
Kaempferia galanga (Zingiberaceae) (TUNSARINGKARN et al., 2018). A espécies
Curcuma xanthorrhiza (Zingiberaceae), também conhecida como acafrdo javanés é
encontrada em todo o sudeste da Asia. E eficaz no tratamento de erupgdes cutaneas,
febre, diarréia, doencas estomacais e constipacdo. A analise do 6leo volatil do rizoma
da planta mostrou p-Cymen-8-ol como um dos principais constituintes (WIDYOWATI;
AGIL, 2017). Foi identificado no 6leo essencial de folhas e frutos de Neomitranthes
obscura (Myrtaceae) (AMARAL el al., 2013). Foi identificado na espécie Sfrobilanthes
callosus (Acanthaceae) por Weyerstahl et al. (1992).

2,6-Dimethyl-octa-1,7-dien-3,6-diol (Pico 5) é um 4alcool alifatico, foi
identificado na espécie Carapa guianensis (BOULANGER; CROUZET, 2000). Esta
presente também em uma das frutas mais populares da regido norte do Brasil, o bacuri
(Scheelea phalerata, Arecaceae) e petalas de rosa, atuando como precursor de aroma
nestes (KNAPP et al., 1998). N&o foi relatado até o0 momento a presenca deste em

espécies de Acanthaceae.

107


https://www.google.com.br/search?q=Zingiberaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3sLCINwcALXXeEwwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjlvM7t4r_eAhXEh5AKHVZRA_UQmxMoATAVegQIBRAQ
https://pt.wikipedia.org/wiki/Scheelea
https://pt.wikipedia.org/wiki/Arecaceae

O composto trans-p-Menth-6-en-2,8-diol (Pico 9) é um monoterpeno. Foi
identificado no dleo essencial da espécie Abies spectabilis subsp. Langtangensis,
coletadas no Nepal (SATYAL; SETZER, 2017). Foi identificado como um dos
principais constituintes do 6leo essencial de folhas e frutos de Neomitranthes obscura
(Myrtaceae) (AMARAL el al., 2013). Nao foi identificado até 0 momento em espécies
da familia Acanthaceae.

Hidrato de Carvona (Pico 15) é um monoterpeno. Foi encontrado em 6leos
essenciais de trés Espécies de salvia (Salvia discolor, Salvia officinalis, e Salvia sclarea)
cultivadas na Alemanha (SHAROPOV et al., 2015). Nao foi identificado até o momento
em espécies da familia Acanthaceae.

O espatulenol (pico 24) é um sesquiterpenos, encontrado na maioria das espécies
aromaticas, entre elas, algumas familias como Lamiaceae pertencente @ mesma ordem
das Acanthaceae, onde apresenta ampla atividade biolégica como antioxidante,
inseticida, antimicrobiana, anticancerigena, antifertilidade, micotdxica, fitotoxica e
inseticida (KAURINOVIC et al., 2010; RAHMAN et al., 2011; PINTO, 2012; URITU
et al., 2018; NIKSIC et al., 2018). Em estudo publicado por Nascimento et al. (2018)
demonstrou que a propriedade antioxidante do 6leo essencial de Psidium guineense
pode ser atribuida ao seu principal composto, o espatulenol. Foi identificado na espécie
Sfrobilanthes callosus (Acanthaceae) por Weyerstahl et al. (1992) e e no 6leo essencial
das folhas de Justicia schimperiana (Acanthaceae) (ABEBE et al., 2018).

Oplopanona (Pico 26) é um sesquiterpeno com propriedades tem atividade
antipirética e antitussigena (BLOXTON et al., 2002), foi isolado pela primeira vez no
extrato etandlico da espécie Oplopanax japonicus (Nakai) por Takeda et al. (1965). N&do
foi relatado até o0 momento a presenca deste em espécies de Acanthaceae.

O neofitadieno (Pico 28) tem sido associado a propriedades anti-inflamatoérias e
antivirais. Santoyo et al. (2011) isolaram neofitadieno do extrato etandlico da microalga
Dunaliella salina, sendo que 0 mesmo extrato mostrou atividade inibitdria contra o virus
herpes simplex tipo I. Este composto também foi encontrado como componente do 6leo
essencial de Conyza bonariensis (L.) Cronquist da familia Asteraceae, sendo que o
extrato alcoolico dessa planta se mostrou eficiente em conter acessos inflamatorios
(VITORINO, 2011). Esse composto ndo foi identificado até 0 momento em espécies do
género Justicia.

O composto (11E,13Z) -Labdadien-8-ol (Pico 33) é um terpeno, comumente
encontrado na espécie Pinus pinea (Pinaceae) (ARRABAL et al., 2005; SIMON et al.,
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2001). Nédo ha relatos desse composto em espécies da familia Acanthaceae até o
momento.

1-Hexacosanol (Pico 35) é um alcool graxo de cadeia longa. Em trabalho de
Borg et al. (1987) demonstrou possuir propriedades neurotroficas in vitro em culturas
de SNC de ratos. Foi identificado no extrato etandlico das partes aéreas de Dyschoriste
littoralis (Acanthaceae) (SASIREKHA et al., 2018).

Octacosanol (Pico 37) é um alcool graxo, usado para melhorar o desempenho
de exercicios, incluindo forca e resisténcia. Também € usado para infeccdes por herpes,
doencas de pele, doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotréfica (ALS, doenca de
Lou Gehrig), colesterol alto aterosclerose. E o principal constituinte da cera de cana-de-
acucar (Saccharum officinarum L.) (TAYLOR et al., 2003). Até o presente momento
esse composto ndo foi identificado em espécies da familia Acanthaceae.

A Vitamina E (Pico 38) pertence a classes dos tocoferois que sdo compostos
lipossollveis com importante atividade antioxidante, sintetizados apenas por plantas e
outros microrganismos fotossintéticos (HOFIUS; SONNEWALD, 2003). Alguns estudos
relataram como sendo um dos antioxidantes mais importantes e que pode atuar sobre 0s
lipidios das membranas celulares (SILVA, 2013). Foi identificado na espécie Barleria
courtallica (Acanthaceae) (SUJATHA et al., 2017) e apontada como antitumoral,
antiespasmadico, antioxidante, vasodilator, analgésico, antidiabético, hepatoprotetor,
entre outros (BRAMLEY, 2000; SUJATHA et al., 2017).

Sesamina (Pico 39) é uma lignana da classe dos furofuranos. E comumente
isolada do 6leo de semente de Sesamum indicum L. (6leo de gergelim) (KATEKHAYE
et al., 2011). Essa substancia protege o figado dos danos oxidativos, sendo uma das
substancias antioxidantes mais importantes do gergelim. Dados recentes indicam que a
sesamina aumenta os niveis de vitaminas C e E em varios tecidos, reiterando sua
atividade antioxidante (DAR et al., 2013). Ajuda a reduzir a pressao alta e melhora a
acdo das enzimas no figado, que sdo relativas com a capacidade de decompor as
substancias toxicas no sangue. Resultados de varias pesquisas descobriram que o
sesamina ajuda como fator natural de redugéo do colesterol (BHATNAGAR, 2009). Foi
isolada de algumas espécies de Justicia como é o caso da Justicia hyssopifolia
(TRUJILLO et al.; 1990), assim como de Justicia simplex em trabalho de Ghosal et al.
(1979).

A substancia B-Sitosterol (Pico 40) é um esteroide. Os fitoesterdis sdo

difundidos em plantas e animais, bem como fungos, e possuem semelhanga com o
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colesterol (SAEIDNIA et al., 2014). A sua presenca foi apontada por autores na espécie
J. pectoralis (GOVINDACHARI et al., 1969; WAHI et al., 1974; CHAKRAVARTY et
al., 1982; OLIVEIRA et al., 2000b). Foi identificado no extrato metanolico das partes
aéreas de Ruellia brittoniana (Acanthaceae) (ELGINDI et al., 2015) assim como na
espécie Barleria courtallica também pertencente a familia Acanthaceae (SUJATHA et
al., 2017). Foi relatado ser util no tratamento da hipercolesterolemia, cancer de prostata,
cancer de mama e doenca arterial coronariana, além de propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e antimicrobiana (GUPTA et al., 2011; SAEIDNIA et al., 2014; SUJIATHA
etal., 2017).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) permitiu
detectar 14 compostos quimicos na particdo com diclorometano (JTFDD) (Figura 38)

do extrato diclorometanico (Esquema 1, pag. 62) da espécie J. thunbergioides.

Figura 38 - Cromatograma da particdo com diclorometano do extrato diclorometanico
de J. thunbergioides.
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Coluna de cromatografia tipo DB-5MS. Condigdes: 60 °C a 250 °C, 5 °C.min’?, Tiy = 200 °C,
fluxo = 1 mL.min-1, split 20. 60 minutos de analise. Fonte: Propria Autora, 2018.

Foram identificados 13 metabolitos secundarios entre os 14 picos detectados no
cromatograma (Figura 40, Figura 39). Os tempos de retencdo (Tr) € comparagdo dos
indices de Kovats (KI), calculados para cada composto (item 3.8.5.1), encontram-se
compilados na Tabela 7 e os espectros de massas dos compostos identificados se

encontram em Anexos.
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Tabela 7 - Tempos de retencdo (TR) e comparacgdo dos indices de Kovats (K1)
calculados para 0os compostos presentes na particdo com diclorometano do extrato
diclorometénico de J. thunbergioides.

Pico TR (min) Composto (%) IR exp. IR lit.
GC-MS
1 18.040 Ascaridol 19.81 1242 1237
2 20.335 Isoascaridol 26.38 1307 1307
3 29.730 S_Oplopenona 17.26 1605 1607
4 44,915 Octadecanol acetate 1.02 2210 2209
5 50.920 Pentacosano 0.63 2501 2500
6 51.455 Bis(2-ethylhexyl) 5.49 2531 2539°
fitalato

7 52.690 Hexacosano 111 2600 2600
8 54.085 Heptacosano 1.24 2700 2700
9 55.345 Esqualeno 0.75 2811 2814°
10 56.225 Nonacosano 3.53 2900 2900
11 57.595 Octacosanal 9.04 3043 3039°¢
12 58.685 Nonacosanal 0.67 3144 -
13 59.160 NI 2.47 3185 -
14 59.955 Triacontanal 10.60 3246 3251

Legenda: TR (min): Tempo de retengdo por minuto; IR exp: indice de retengo obtido no experimento;
IR lit: Indice de retencdo obtido na literatura: Adams (2007). Fonte: Prépria autora,2018.

O percentual por area obtido através da técnica de integracdo dos picos utilizada
mostra que os terpenos ascaridol (19.81%), isoascaridol (26.38%) e fS-oplopenona
(17.26%), picos 1, 2 e 3 respectivamente sdo as substancias que se apresentam com um
maior teor. Outras substancias das classes: terpenos (esqualeno); hidrocarbonetos
(pentacosano, hexacosano, heptacosano e nonacosano) e aldeidos (octacosanal,

nonacosanal e triacontanal) também foram identificadas.

Figura 39 - Constituintes quimicos identificados na particdo com diclorometano do
extrato diclorometanico de J. thunbergioides.
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O ascaridol (Pico 1) e o isoascaridol (Pico 2) pertencem a classe dos monoterpenos
biciclicos e possui uma ponte formada pelo grupo funcional peroxido. Este possui
propriedade antiparasitaria, antimalarica, antifngica, hipotensora, relaxante muscular,
estimulante respiratorio, depressora cardiaca, antibacteriana, anti-tumoral e analgésica
(FERREIRA, 2013). O ascaridol tem sido usado hd muitas décadas como anti-helmintico
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no controle de nematoides (ZHU et al., 2012). Pare et al. (1993) documentou suas
propriedades sedativas e analgésicas, bem como efeitos antifungicos. A toxicidade do
ascaridol é relatada em varios trabalhos. O ascaridol é o principal constituinte do dleo
essencial de Chenopodium ambrosioides L. (Amaranthaceae), a propriedade anti-
helmintica da planta tem sido atribuida & presenca desse monoterpeno (SA, 2013). Este
terpenoide também é encontrado no Oleo essencial de Peumus boldus Molina
(Monimiaceae) (VILA; VALENZUELA; BELLO, 1999; DEL VALLE et al., 2004) e
Croton regelianus Muell. Arg. (Euphorbiaceae) (TORRES et al., 2008; BEZERRA et al.,
2009). A sua toxicidade foi confirmada por MacDonald et al. (2004) ao observarem os
efeitos deste constituinte e da infusdo das folhas da planta isenta de ascaridol sobre a
musculatura lisa gastrintestinal de ratos, constataram que a reducdo da contracdo
muscular foi observada apenas na presenca do ascaridol. O principal constituinte quimico
presente no C.ambrosioides L. responsavel pela toxicidade, o ascaridol, quando
administrado em camundongos na dose de 100 mg/kg de peso corporal ocasionou
sintomas de hipotermia e atividade locomotora diminuida. Triplicando essa dosagem foi
observada 25 mortalidades dos animais (OKUYAMA et al., 1993). Nao foi relatado na
literatura até o momento a presenca desses compostos em outras espécies da familia
Acanthaceae.

S-oplopenona (Pico 3) é um sesquiterpeno oxigenado. Esta presente em varias
espécies vegetais, Santos et al. (2012) identificou esse composto no 6leo essencial
de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), e em trabalho de Pontes et al. (2007) foi
identificado no 6leo essencial das folhas e frutos de Xylopia sericea (Annonaceae). Nao
foi relatado na literatura até 0 momento a presenca desses compostos em espécies da
familia Acanthaceae.

n-Pentacosano € um hidrocarboneto (Pico 5). Foi identificado no 6leo essencial
das partes aéreas de Turnera subulata (Turneraceae ) (FERNANDES et al., 2014) e nos
extratos apolares dos talos de cereja (Prunus avium L) (SARASOLA, 2016). Néo foi
relatado na literatura até 0 momento a presenca desses compostos em espécies da familia
Acanthaceae.

Bis-(2-ethylhexyl) ftalato (Pico 6) sdo esteres de acido ftalico obtidos
sinteticamente por reacdes quimicas com diferentes alcoois, € amplamente utilizado
como plastificante na fabricacdo de artigos feitos de PVC. Esses sdo oriundos nesse
estudo de contaminag&o provenientes de trabalhos de rotina do laboratério (CANSIAN,
2010).
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Hexacosano (Pico 7) é um hidrocarboneto. Foi identificado no 6leo essencial das
frutas de Ruellia tuberosa L. (Acanthaceae) na Nigeria (MORONKOLA et al., 2015),
no extrato metandlico das partes aéreas de Ruellia brittoniana (Acanthaceae) (ELGINDI
et al., 2015). As raizes de Strobilanthus callosus Nees (Acanthaceae) sdo usadas no
tratamento de inflamacgdes e artrite, sendo o hexacosano como um dos compostos
majoritarios (YLIAS et al., 1979). Resultados de teste antimicrobiano mostraram
atividade moderadamente alta de hexacosano isolado de Sanseveria liberica

(Asparagaceae) (RUKAIYAT et al., 2015).

Heptacosano (Pico 8) é um hidrocarboneto. Foi identificado no 6leo essencial de
Salvia procurrens, Salvia uliginosa, Salvia cordata, Salvia ovalifolia e Salvia borjensis
(Lamiaceae) (PINTO, 2012). Foi identificado nas folhas do éleo essencial de Avicennia
schaueriana Stapf & Leechm (Acanthaceae) (MACHADO et al., 2017), no extrato
metanolico das partes aéreas de Ruellia brittoniana (Acanthaceae) (ELGINDI et al.,
2015) e no oleo essencial das folhas de Justicia schimperiana (Acanthaceae) (ABEBE
etal., 2018).

O esqualeno (Pico 9) consiste em um triterpeno intermediario na biossintese de
esterdides em plantas e animais. Recentes estudos tém demonstrado a atividade anti-
neoplasica do esqualeno, mostrando que esse reduz significativamente o
desenvolvimento e crescimento de neoplasias em roedores. Estudos in vitro
demonstraram que o esqualeno é um potente inibidor da hiperproliferacdo aberrante de
células mamarias de origem epitelial, prevenindo assim a sua transformacéo neoplasica
(SCOLASTICI, 2003). A acao antioxidante do esqualeno foi investigada empregando-
se modelos de reacOes de sequestro de oxigénio singleto e de radical 1,1-difenil2- picril-
hidrazil (KOHNO et al., 1995; KO et al., 2002). Kohno et al. (1995) investigaram as
reacOes do esqualeno como sequestrante de oxigénio singleto e com modelos de radicais
peroxil em n-butanol, para elucidar o papel do mesmo na pele humana. Foram usados
os radicais 2,6-di-t-butil-4-(4-metoxifenil) fenoxil e 5,7-diisopropil tocoferil como
modelos de radicais peroxil. Observou-se que a taxa de sequestro de oxigénio singleto
do esqualeno foi menor do que a do a-tocoferol, maior do que a do hidroxitolueno
butilado (BHT) e bem superior a dos demais lipidios encontrados na pele humana. Estes
resultados sugerem que o esqualeno funciona como um eficiente sequestrante de
oxigénio singleto e, portanto, previne a peroxidacgéo de lipidios na pele humana. KO et
al. (2002) observaram que os extratos de folhas de Terminalia catappa L, obtidos por
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extragdo com CO»-SC, com mais alta concentracdo de esqualeno, exibiram maior
potencial antioxidante e atividade sequestrante de DPPH (1, 1- difenil - 2- picril -
hidrazil) mais efetiva. Este composto ja foi identificado na Barleria courtallica
(Acanthaceae) (SUJATHA et al., 2017), na espécie Avicenia schaueriana
(Acanthaceae) em trabalhos de Santana et. al (2013) e Fardin (2014).

Nonacosano (Pico 10) é um hidrocarboneto de cadeia linear, foi identificado tanto
no 6leo essencial das cascas como das folhas de Inga laurina (Sw.) Willd (Fabaceae)
(FURTADO et al., 2014). Nao foi relatado na literatura até 0 momento a presenca desses
compostos em espécies da familia Acanthaceae.

Octacosanal (Pico 11) é um aldéido de cadeia longa. Foi identificado como
um dos principais compostos da cera epicuticular de Cleistes aplylla (Orchidaceae) e o
maior constituinte da cera epicular de Cleistes bella e Cleistes exilis (Orchidaceae).
Também estéd presente em consideraveis proporcdes na cera de Cleistes castanoides
(Orchidaceae) (PANSARIN, 2005). Esse composto néo foi identificado em espécies da
familia Acanthaceae até 0 momento.

O nonacosanal (Pico 12) é um aldeido de cadeia longa, foi isolado das folhas
de Psychotria viridis (Rubiaceae) (SOARES, 2015). Esse composto ndo foi identificado
em espécies da familia Acanthaceae até o0 momento.

O composto triacontanal (Pico 14) é um aldeido de cadeia longa, € um
regulador natural do crescimento de plantas, usado para melhorar a producéo de culturas
em milhdes de hectares, particularmente na Asia. Pesquisas relatam a melhoria mediada
por esse composto no crescimento, fotossintese, sintese proteica, absorgdo de agua e
nutrientes, fixacdo de nitrogénio, entre outros (NAEEM et al., 2011). Em trabalho de
Sharma et al. (2014) esse composto foi isolado da espécie Leucosidea sericea
(Rosaceae) e apresentou atividade antibacteriana contra Escherichia coli, S. aureus,
Bacillus cereus e Lactobacillus acidophilus. Silva et al. (2015) identificaram a
substancia triacontanal nas folhas de Annona nutans (Annonaceae) sendo que essa
apresentou atividade hepatoprotetora em ratos. Esse composto ndo havia sido
identificado em espécies da familia Acanthaceae até o0 momento.

A identificacdo do esqualeno (Pico 9), espatulenol (Pico 24), vitamina E (Pico
38), sesamina (Pico 39), os quais possuem atividade antioxidante comprovada por
diferentes autores, respectivamente (KO et al., 2002, NASCIMENTO et al, 2018,
SILVA, 2013, DAR et al., 2013) justificaria a atividade antioxidante (ICso= 78,5 e AAI

de 0,25) do extrato diclorometénico de J. thunbergioides.
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4.7.2 lsolamento dos metabdlitos secundarios do extrato metanolico de J.
thunbergioides

Para o isolamento dos metabolitos secundarios do extrato metandlico de J.
thunbergioides foi realizada a particdo acido-base visando a extracdo de alcaloides e
Cumarinas (item 3.8.7). As fragdes cloroférmicas (F1), acetato de etila (F2) e fracdo
aquosa (F3) (Esquema 2, pag. 64) foram analisadas por CCDA e CG-EM. Devido aos
resultados positivos frente aos reveladores testados (Iampada ultravioleta 254 nm/ 366
nm e solucdo de anisaldeido) e por apresentar maior massa (2g) que a fracdo
cloroférmica (F1) a fracdo acetato de etila (F2) foi estudada (Esquema 2, pag. 64).

O cromatograma de ions totais (CG-EM) da particdo com acetato de etila (F2,) do
extrato metandlico da espécie J. thunbergioides € apresentado na Figura 40. Na anélise
por CG-EM foram observados 3 picos majoritarios de interesse (tri= 10,560, tri=
15,180 minutos e tr1= 21,805). O pico em Tr1= 21,805 foi desconsiderado por ter sido
identificado pela biblioteca (CG-EM) como sendo ftalato, proveniente provavelmente

do solvente utilizado.

Figura 40 - Cromatograma de ions totais da fracdo acetato de etila (F2) do
extrato metandlico de J. thunbergioides.
(1,000,000
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Coluna: DB-5MS- crosslinked 5% fenilmetilsiloxano. Coﬁdigéeéféo °C a 250 7‘56, 2 °6.min‘1,
Tinj = 200 °C, fluxo = 1 mL.min-1, split 20. 35 minutos. 24.0 kPa. Fonte: Prdpria Autora, 2018.

A Fracédo F2 (2,0 g) foi purificada por cromatografia em coluna de silica gel, sendo
que foram obtidas 210 fracBes (Esquema 3, pag. 66). As fracBes 57 a 63 foram
analisadas por CCDA e entdo reunidas para serem analisadas por CG-EM.

Através da analise do cromatograma de ions totais (Figura 42) obtido das fragdes
F57-63, provenientes da particdo acetato de etila (F2) do extrato metanolico da espécie
J. thunbergioides verificou-se que uma substancia foi parcialmente isolada, contendo

uma pequena contaminagéo (Figura 41). Foi identificada através de comparacéo do seu
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espectro de massas (Figura 42) com aqueles encontrado na literatura (ADAMS, 1995;
JARDIN et al., 2008) e identificada como isoascaridol (Figura 43). Esta substancia foi
analisada por RMN de *H e RMN de *C, no entanto, por apresentar pequena quantidade
de massa (< 1,0 mg) ndo foi possivel obter os espectros de *H e *C. A substancia
isoascaridol também foi identificada pelo indice de Kovats no extrato diclorometénico,
sendo o constituinte majoritéario (26,38 %).

Figura 41 - Cromatograma de ions totais (CG-EM) das fra¢cdes F57-63,
provenientes da particao acetato de etila (F2) do extrato metandlico de J.
thunbergioides.
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Coluna: DB-5MS- crosslinked 5% fenilmetilsiloxano. Condigdes: 60°C a 270 °C, 2°C.min™,
Tinj = 200 °C, fluxo = 1 mL.min-1, split 20. 35 minutos. 24.0 kPa. Fonte: Prdpria Autora, 2018.

Figura 42 - Espectro de massas obtido por ionizacéo de elétrons (70 eV) das
fracbes 57-63 provenientes da particdo acetato de etila (F2) do extrato
metanolico da espécie J. thunbergioides.
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Coluna: DB-5MS- crosslinked 5% fenilmetilsiloxano. Condigdes: 60°C a 270 °C, 2°C.min™,
Tinj = 200 °C, fluxo = 1 mL.min-1, split 20. 35 minutos. 24.0 kPa. Fonte: Propria Autora, 2018.
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O isoascaridol (Figura 43) pertence a classe dos monoterpenos biciclicos e possui
uma ponte formada pelo grupo funcional perdxido. Este possui propriedade
antiparasitaria, antimalarica, antiflngica, hipotensora, relaxante muscular, estimulante
respiratorio, depressora cardiaca, antibacteriana, antitumoral e analgésica
(MACDONALD et al., 2004; FERREIRA, 2013).
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Figura 43 - Estrutura do Isoascaridol

0—O0

Fonte: MACDONALD et al., 2004.

As fracbes F201-210 (Esquema 3, pag. 66) da particdo acetato de etila (F2) do
extrato metandlico da espécie J. thunbergioides (Esquema 2, pag. 64) foram reunidas
apos analises por CCDA e posteriomente analisadas por CG-EM.

O cromatograma de ions totais (CG-EM) das fracbes F201-210 (Figura 44),
mostrou uma substdncia isolada em Tri= 11,740 min e identificada através de
comparacédo do seu espectro de massas (Figura 45) com a literatura (BOYD et al., 2008)
apresentando 96% de semelhanca com hidroxitolueno butilado — BHT (Figura 46 -
Anexo 3).

Figura 44 - Cromatograma de ions totais (CG-EM) do dibutilhidroxitolueno

obtido do extrato metanolico de J. thunbergioides.
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Coluna: DB-5MS. Condigdes: 60°C a 270 °C, 2 °C.min’%, Tinj = 200 °C, fluxo = 1 mL.min-1,
split 20. 35 minutos. 24.0 kPa. Fonte: Prépria Autora, 2018.

Figura 45 - Espectro de massas obtido por ionizacéo de elétrons (70 eV) das
fracdes F201-210, provenientes da particdo acetato de etila (F2) do extrato
metandlico da espécie J. thunbergioides.
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Coluna: DB-5MS. Condigdes: 60°C a 270 °C, 2 °C.min, Tiy; = 200 °C, fluxo = 1 mL.min-1,
split 20. 35 minutos. 24.0 kPa. Fonte: Propria Autora, 2018.
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O hidroxitolueno butilado — BHT (Figura 46) € um composto organico lipofilico
e antioxidante, quimicamente um derivado do fenol e analogo da vitamina E. O BHT é
principalmente usado como um aditivo em alimentos que explora as suas propriedades
antioxidantes (BABU et al., 2008).

Este composto foi analisado por espectroscopia por ressonancia magnética nuclear
de 'H e espectroscopia por ressonancia magnética nuclear de **C e RMN 2D. Porém,
por apresentar pequena quantidade de massa (< 1,0 mg) nao foi possivel a obtencéo

desses espectros para confirmacédo da estrutura.

Figura 46 - Estrutura do hidroxitolueno butilado — BHT.
OH

Fonte: BABU et al., 2008.

O extrato metandlico apresentou potente atividade antioxidante com ICsg de 3,2
pug/mL (item 4.6), o composto hidroxitolueno butilado também foi isolado e
identificado no extrato metandlico, sendo assim, este composto pode estar diretamente

relacionado ao potencial antioxidante deste extrato.



5 PERSPECTIVAS FUTURAS

As fragOes 102-109 (164 mg), provenientes da particdo acetato de etila (F2) do
extrato metandlico da espécie J. thunbergioides foram reunidas e analisadas por CG-
EM. O cromatograma de ions totais, Figura 47, mostro um pico majoritario em tre =
15.180 min. Esta substancia ndo foi encontrada na literatura através do Indice de Kovats,
portanto, foi purificada conforme descrito no item 3.8.7.1.

Figura 47 - Cromatograma das fragdes F102-199, provenientes da parti¢do acetato

de etila (F2) do extrato metandlico da espécie J. thunbergioides
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Coluna: DB-5MS. Condigdes: 60°C a 270 °C, 2 °C.min’%, Tij = 200 °C, fluxo = 1 mL.min-1,
split 20. 35 minutos. 24.0 kPa. Fonte: Prépria Autora, 2018.

A purificacdo das fracdes F102-199 por cromatografia em coluna resultou na
obtenc&o de 75 fracdes as quais foram analisadas por CCDA (Hex:AcOEt 10:0; 9,5:0.5;
9:1; 8,5:1,5; 8,0:2,0; 7,5:2,5; 7:3; 6,5:3,5; 6:4; 55:4,5; 5:5, 45:5,5 viv). A fracdo
denominada F34-75 (17 mg) foi posteriormente purificada por cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP) utilizando-se como fase estacionaria silica gel 60,
Foss, (placas de aluminio WHATMAN UV 254; 0,250 mm) e eluidas em éter etilico
100%. As placas foram reveladas por método fisico (ndo-destrutivo) através de camera
de radiacdo eletromagnética de comprimento de onda na regido de ultravioleta (UV) —
254 nm e 366 nm. Nos casos em que 0s compostos ndo foram visualizados sob UV, foi
utilizada revelagdo quimica com anisaldeido.

Foram obtidas 3 fracGes as quais foram analisados por CG-EM. O cromatograma
de ions totais da fracdo denominada F34-75 C1 e F34-75 C2 foram identificadas como
graxas. O cromatograma de ions totais da fragdo denominada F34-75 C3, (Figura 48)

mostrou um pico em trz = 15.180 min (17 mg).
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Figura 48 - Cromatograma de ions totais da fracdo F34-75 C3, provenientes da
particdo acetato de etila (F2) do extrato metanolico da espécie J. thunbergioides.
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Coluna: DB-5MS. Condigdes: 60°C a 270 °C, 2 °C.min%, Ti,; = 200 °C, fluxo = 1 mL.min-1,
split 20. 35 minutos. 24.0 kPa. Fonte: Prépria Autora, 2018.

A substéancia isolada F34-75 C3 ndo foi identificada através de comparacdo do
seu espectro de massas (Figura 49) com aqueles encontrados na literatura (ADAMS,
2007). Portanto, esta substancia foi analisada por espectroscopia no infravermelho (IV
- Figura 50) espectroscopia de massas de alta resolucao (Figura 51), espectroscopia
por RMN de 'H (Figura 52), RMN de *C (Figura 53) e RMN 2D com deteccdes
inversas tais como a espectroscopia de correlacdo bidimensional de acoplamento 1H-
1H (COSY - Figura 54) espectroscopia bidimensional de coeréncia multiplo quantum
heteronuclear a uma ligacdo (HMBC — Figura 55) e espectroscopia bidimensional
envolvendo transi¢fes quanticas heteronucleares simples a uma ligacdo (HSQC —
Figura 56) afim de realizar sua elucidagéo estrutural e trabalhos encontram-se em

andamento quanto a elucidacdo estrutural destes compostos.

Figura 49 - Espectro de massas obtido por ionizacdo de elétrons (70 eV) da fracédo
F34-75 C3, provenientes da particdo acetato de etila (F2) do extrato metandlico da
espécie J. thunbergioides.
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Coluna: DB-5MS. Condigdes: 60°C a 270 °C, 2°C.min%, Tiy; = 200 °C, fluxo = 1 mL.min-1,
split 20. 35 minutos. 24.0 kPa. Fonte: Propria Autora, 2018.
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apresentada na Tabela 8. A analise das bandas de IV permite concluir que a substancia
F34-75 C3 contém grupos hidroxila (3.412 cm™), grupos alifaticos, carbonilas (1734

IEELEREERELEN

Figura 50 - Espectro infravermelho da fracdo F34-75 C3 da parti¢do acetato de
etila (F2) do extrato metanolico da espécie J. thunbergioides.
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Fonte: Prépria Autora, 2018

A andlise das principais bandas do espectro infravermelho da fracdo F34-75 C3 é

cm™) e grupos C=C (1653 cm™), assim como, a auséncia de compostos aromaticos.

Figura 51 - Espectro de massa de alta resolucéo da fracdo F34-75 C3 da particdo
acetato de etila (F2) do extrato metandlico da espécie J. thunbergioides.
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Fonte: Propria Autora, 2018
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Intensity

124

Figura 52 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) da fragdo F34-75 C3 da
particdo acetato de etila (F2) do extrato metandlico da espécie J. thunbergioides.
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Fonte: Propria Autora, 2018

Figura 53 - Espectro de RMN de *C (500 MHz, CDCls) da fragdo F34-75 C3 da
particdo acetato de etila (F2) do extrato metandlico da espécie J. thunbergioides.
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Figura 54 - Espectro de RMN 2D (*H e H gCOSY, 500 MHz, CDClIs) da fragdo F34-
75 C3 da partigdo acetato de etila (F2) do extrato metandlico da espécie J.

thunbergioides.
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Fonte: Propria Autora, 2018
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Figura 55 - Espectro de RMN 2D acoplamentos de longa distancia 3-4J (*H e 13C
HMBC, 500 MHz, CDCIs) da fragdo F34-75 C3 da partigéo acetato de etila (F2) do
extrato metandlico da espécie J. thunbergioides.
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Figura 56 - Espectro de RMN 2D (*H e *C HSQC, 500 MHz, CDClIs) da fracdo F34-
75 C3 da partigdo acetato de etila (F2) do extrato metandlico da espécie J.
thunbergioides.
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6 CONCLUSAO

A HSI-SWIR permitiu visualizar a distribuicdo espacial dos varios componentes
quimicos nas espécies vegetais. Neste sentido, atraves da andlise de PLS-DA foi
possivel gerar um modelo que classificou as espécies evidenciando que o perfil quimico
dessas sao semelhantes, sendo considerado uma ferramenta promissora, para a distingao
das espécies J. pectoralis e J. thunbergioides, que podera ser usada no controle de
qualidade dos materiais vegetais de ambas, justificando assim o uso dessa tecnologia na
comparacdo da autenticidade de matérias-primas vegetais.

Baseando-se nos constituintes quimicos encontrados na amostra das folhas de J.
pectoralis, constatou-se que a mesma segue o padrdo da familia Acanthaceae, uma vez
que, para as seguintes classes de metabdlitos secundarios: Heterosideos
antraquindénicos, heterosideos cardioativos, heterosideos flavonoides, e principalmente
cumarinas, a presente pesquisa segue perfil semelhante aos estudos ja realizados para a
espécie, indicando-os como potenciais marcadores quimicos. Por outro lado, o0s
resultados desta pesquisa para saponinas e taninos, apresentaram divergéncia com a
andlise fitoquimica realizada por outros autores, evidenciando a necessidade na
continuidade de estudos que investiguem a presenca destes metabdlitos na espécie.

Na avaliacdo da atividade antioxidante frente ao DPPH o extrato metanolico de
J. thunbergioides apresentou forte acdo antioxidante, inibindo o radical DPPH (0,5
mmol/mL) em cerca de 75% na concentracdo de 12 pg/mL e ICso de 3,2 pg/mL,
apresentando potente atividade antioxidante (AAIl > 2), sendo assim, mais eficiente que
o0 extrato diclorometanico de J. thunbergioides o qual apresentou ICso= 78,5 e AAI de
0,25 considerado baixa atividade antioxidante (AAIl < 0,5), assim como 0 extrato
hexanico que apresentou uma atividade menor ainda, com AAI = 0,11 (baixo potencial
antioxidante) e 0 1Cso de 186,38. A acdo antioxidante verificada neste trabalho pode ser
justificada pela presenca de substancias antioxidantes identificadas no extrato
diclorometanico como o esqualeno, sesamina, vitamine E e espatulenol.

Atraves da identificacio dos compostos das fracbes do extrato
diclorometanico das folhas de J. thunbergioides através do indice de retencdo de Kovats
(K1), foram identificados 29 constituintes. A maioria dos constituintes foram terpenos e
hidrocarbonetos, destacando-se como constituintes majoritarios o isoascaridol
(26,38 %), ascaridol (19,81 %), p-oplopenona (17,26 %), triacontanal (10,60 %),
octacosanal (9,04 %), 2,6-dimetil-octa-1,7-dien-3,6-diol (4,42 %) e trans-p-menth-6-

128



129

en-2,8-diol (4.41 %).

O fracionamento cromatogréfico do extrato metandlico das folhas de J.
thunbergioides resultou no isolamento de 3 substancias, sendo que trabalhos encontram-
se em andamento quanto a elucidacédo estrutural destes compostos. Este estudo relata
pela primeira vez a identificagdo de metabodlitos secundarios nas folhas de J.
thunbergioides (Lindau) Leonard com potente atividade antioxidante (AAI > 2) do

extrato metandlico.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Espectro de massa obtido por ionizacdo de elétrons (70 eV) do ascaridol
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ANEXO 2 - Espectros de massa obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do

isoascaridol
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ANEXO 3 - Espectro de massa obtido por ionizagéo de elétrons (70 eV)
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ANEXO 4 - Espectro de massas do dibutilhidroxitolueno
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ANEXO 5 - Espectro de massa obtido por ionizacéo de elétrons (70 eV) do ascaridol
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ANEXO 6 - Espectros de massa obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do
isoascaridol (Pico 2)
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ANEXO 7 - Espectro de massas do B-Oplopenone (pico 3)
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ANEXO 8 - Espectro de massas do Octadecyl acetato (pico 4)
wot CHy(CHp)7—0—Ae
30 ' iz 312,53
()4
55

I

1 'Fvisaier 24 282

) v ¥ T T T T T T T T 1
At R} 120 L] 20H} 240 250 axn

2

-4|::|-I I 6w 83 o7




156

ANEXO 9 - Espectro de massas do Pentacosano (pico 5)
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ANEXO 10 - Espectro de massas do Bis(2-ethylhexyl) fitalato (pico 6)
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ANEXO 11 - Espectro de massas do Hexacosano (pico 7)
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ANEXO 12 - Espectro de massas do Heptacosano (pico 8)
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ANEXO 13 - Espectro de massas do Esqualeno (pico 9)
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ANEXO 14 - Espectro de massas do Nonacosano (pico 10)
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ANEXO 15 - Espectro de massas do Octacosanal (pico 11)
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ANEXO 16 - Espectro de massas do Nonacosanal (pico 12)
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ANEXO 17 - Espectro de massas do Triacontanal (pico 14)

Wmmaﬁm
154

myz 436,50

96

0. 63 m

124
o P R A, | SN/ S
0.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250

ANEXO 18 - Espectro de massas do Decane (Pico 1)
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ANEXO 19 - Espectro de massas do 1,8-Cineol (Pico 2)
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ANEXO 20 - Espectro de massas do Cicloctanona (Pico 3)
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ANEXO 21 - Espectro de massas do p-Cymen-8-ol (Pico 4)
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ANEXO 22 - Espectro de massas do 2,6-Dimethyl-octa-1,7-dien-3,6-diol (Pico 5)
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ANEXO 23 - Espectro de massas do trans-p-Menth-6-en-2,8-diol (Pico 9)
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ANEXO 24 - Espectro de massas do Hidrato de Carvona (Pico 15)
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ANEXO 25 - Espectro de massas do Espatulenol (Pico 24)
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ANEXO 26 - Espectro de massas do Oplonanona (Pico 26)
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ANEXO 27 - Espectro de massas do (11E,13Z)-Labdadien-8-ol (Pico 33)
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ANEXO 28 - Espectro de massas do 1-Hexacosanol (Pico 35)
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ANEXO 29 - Espectro de massas do 1-Octacosanol (Pico 37)
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ANEXO 30 - Espectro de massas do Vitamina E (Pico 38)
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ANEXO 31 - Espectro de massas do Vitamina E (Pico 38)
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ANEXO 32 - Espectro de massas do B-Sitosterol (Pico 40)
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