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APRESENTACAO

Existem evidéncias do uso das plantas com fins medicinais desde o inicio das
civilizagbes. Os conhecimentos iniciais, relacionados ao seu potencial curativo como um
conjunto de saberes empiricos e intuitivos, foram repassados por meio de formas primitivas
de registros, da fala e de documentos escritos. Estas observaces deram origem ao processo
investigativo que permitiu descobrir as propriedades medicinais de diversas espécies por meio
de experimentos de ensaio e erro e estes conhecimentos transmitidos de geragcdo em geracéo
(CAVALCANTE et al., 2013; PETROVSKA, 2012).

No Brasil, as primeiras descri¢es sobre a utilizacdo das plantas medicinais foram
feitas na época do descobrimento por colonizadores europeus, por meio da observacédo do uso
dos vegetais pelos indios (BADKE et al., 2016). Até a primeira metade do século XX, o
Brasil era essencialmente rural e usava amplamente a flora medicinal, tanto nativa quanto
exotica. Hoje, a medicina popular do pais € reflexo das unibes étnicas entre os diferentes
imigrantes e 0s inimeros povos autdctones que implantaram o conhecimento das ervas locais
e de seus usos, sendo difundido ao longo dos tempos por raizeiros, curandeiros e benzedeiras
(ALBUQUERQUE; ANDRADE; SILVA, 2005; MACIEL et al., 2002).

Nos paises em desenvolvimento, como é o caso do Brasil, cerca de 80% da
populacdo recorre a Medicina Tradicional, incluindo a fitoterapia como a principal forma de
assisténcia médica primaria para suprir suas necessidades de satide (OMS, 2013); fato que se
dé devido a falta de acesso a assisténcia médica ou até mesmo a inexisténcia desta. Esta
parcela da populacdo representa cerca de 3,5 bilhdes de individuos (AGYARE et al., 2013);
entretanto, ante uma perspectiva de mudanca do contexto, esta conduta alternativa a medicina
convencional esta sendo adotada entre diversas nacdes desenvolvidas, propulsionando maior
interesse e demanda a este nicho de mercado (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010).

Além disso, as pessoas tém alinhado estratégias dirigidas a manutencdo da
qualidade de vida. Clinicamente, tem-se utilizado com frequéncia tratamentos por meio da
combinacdo de medicamentos, buscando-se opcdes alternativas, evidenciando que hd uma
relagdo intrinseca entre bem-estar e recursos naturais; sendo assim, estes anseios tém sido
alvo de novas terapéuticas e aspiracdes (WIGGINS, 2012).

No contexto dos recursos naturais, a marcante e caracteristica utilizacdo da
medicina tradicional no Brasil pode ser justificada pelo fato de que o pais € detentor de cerca
de 20% da biodiversidade mundial (ARGETA et al., 2011; BADKE et al., 2011), com
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destaque para o bioma Cerrado, que se apresenta como promissora fonte de produtos naturais
com propriedades medicinais. O bioma é a segunda maior formacéo vegetacional do Brasil,
abrangendo 23% do territorio nacional e, o estado de Goias, detém grande parte do mesmo.
Considerado a maior savana do mundo, sua area original supera dois milhdes de km? e
encontra-se predominantemente no Planalto Central. Toda area ocupada pelo Cerrado
abrange, além do estado de Goias, o Tocantins e o Distrito Federal, parte dos estados do
Ceara, Maranhdo, Bahia, Mato Grosso entre outros (SANO; ALMEIDA, 1998). O Cerrado
corta diagonalmente o Brasil no sentido nordeste-sudoeste, e sua area central limita-se com
quase todos os outros biomas, a excecdo dos Campos Sulinos e 0s ecossistemas costeiros e
marinhos. Encontra-se situado entre 5° e 20° de latitude Sul e de 45° a 60° de longitude Oeste
(AGUIAR; MACHADO; MARINHO-FILHO, 2004; SILVA; ASSAD; EVANGELISTA,
2008).

O Cerrado apresenta uma grande variedade de sistemas ecoldgicos originarios da
combinacdo de condicOes edéaficas e climaticas que, somado ao relevo e a altitude, originam
um conjunto de formacdes vegetais de heterogeneidade fisiondmica e composicéo floristica
varidvel: campestres, savanicas e florestais, formando um complexo mosaico ecoldgico. O
Cerrado possui alto indice de biodiversidade, com caracteristicas de fauna e flora Unicas, com
muitos endemismos (AGUIAR; MACHADO; MARINHO-FILHO, 2004; BARRETO;
BRAZ; FRANCA, 2016; CARDOSO et al., 2011; COUTINHO, 1978; LIMA et al., 2012;
MYERS et al., 2000; RIBEIRO; WALTER, 1998; ZATTA, 2008), abrigando mais de 4.800
espécies de plantas e vertebrados. Entretanto, estima-se que cerca de 70% do bioma ja foi
convertido em areas de pastagem e agricultura nos ultimos anos. As areas publicas protegidas
cobrem apenas 7,5% do bioma (em comparagdo com 46% da Amazonia), e sob o Codigo
Florestal do Brasil, apenas 20% de terras privadas (em comparacdo com 80% da regido
amazonica) estdo reservadas para a conservacdo. Ha projecdes de que 31-34% das regibes
remanescentes de Cerrado possam desaparecer até 2050 (figura 1), de forma que ele €
considerado um dos 25 hotspots mundiais para a conservacdo da biodiversidade
(STRASSBURG et al., 2017).

No bioma Cerrado, com um arsenal de substancias ainda ndo totalmente explorada
na sua biodiversidade, destaca-se a familia botinica Acanthaceae como fornecedora de
prototipos com possiveis e importantes potenciais terapéuticos. Representantes desta familia
possuem grande variedade morfoldgica e ecoldgica, estando amplamente distribuidos entre o0s
tropicos de todo o mundo (MABBERLEY, 1997; WASSHAUSEN; WOOD, 2004). De

acordo com Indriunas (2011), Silva, Melo e Sales (2010), o Brasil representa um dos maiores
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centros de diversidade do grupo, com aproximadamente 40 géneros e 550 espécies
distribuidas na Mata Atlantica, formacgdes florestais do Sudeste e Centro-Oeste, nas matas,
cerrados e campos do Planalto Central, na regido Amazonica e uma quantidade consideravel

nas demais regides brasileiras.

. Cerrado
. Terras de Cultivo

. Cerrado
. Perda de Habitat

|:| Avreas de restauragio

P
.

Figura 1 — Uso do solo, desmatamento e extingdo no Cerrado. A — Desmatamento projetado,
perda de habitat (2012-2050) e remanescentes de Cerrado em 2050. B — Uso do solo no Cerrado projetado em
2050 pelas terras de cultivo e rendimento de pastagens sustentavel com éreas de restauracéo.

Fonte: adaptada de Strassburg et al. (2017).

Como uma das familias ainda inexploradas do Cerrado, Acanthaceae merece
atencdo por apresentar poucos estudos taxondmicos e estes serem escassos para a Regido
Centro-Oeste, 0 que pode justificar em parte a falta de estudos morfoanatémicos, fitoquimicos
e quimiotaxondmicos das diferentes espécies do bioma (SOUZA; LORENZI, 2012;
WASSHAUSEN; WOOD, 2004). Neste sentido, esta familia ainda necessita ser estudada,
sendo o tratamento taxondmico de Ness von Esenbeck (1847), na Flora Brasiliensis, um dos
estudos pioneiros sobre a mesma. Ainda no que se refere aos trabalhos classicos incluindo
espécies brasileiras, destaca-se o estudo elaborado por Lindau (1895). Posteriormente a estes
estudos, informacdes sobre alguns de seus taxons sdo encontradas em: Wasshausen e Smith
(1969); Profice (1988, 1997, 1998); Kameyama (1991, 1995, 2003); Braz, Vieira e Carvalho-
Okano (2000); Braz, Carvalho-Okano e Kameyama (2002); Costa, Souza e Kameyama (1999)
e Wasshausen (2003). No Nordeste brasileiro, o Unico tratamento dado as Acanthaceae, até o
presente, foi o de Harvey e Wasshausen (1995). Porém, algumas de suas espécies sao
mencionadas nas listas floristicas de Sales, Mayo e Rodal (1998) e Rodal e Nascimento
(2002) ou, ainda, como um todo, no checklist das plantas do Nordeste (KAMEYAMA, 2006).

Ainda para o Brasil, sobressaem-se, mais recentemente, os trabalhos de Braz e Monteiro
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(2005, 2006) em fragmento e reserva Florestal de Vicosa, Minas Gerais; o0 levantamento das
espécies de Acanthaceae do Parque Estadual do Ibitipoca no sudeste de Minas Gerais por
Martinelli e Mello-Silva (2015) e o trabalho de Sartin (2015), sendo este ultimo voltado
especificamente para as espécies do género mais representativo da familia (o0 género Justicia)
ocorrentes no Estado de Goiés.

Dentre os varios estudos sobre a utilizacdo medicinal de algumas espécies deste
género de plantas da familia Acanthaceae, destacam-se os estudos relacionados a espécie
Justicia pectoralis Jacq., popularmente conhecida como comel ou trevo-cumarui. Segundo
trabalho realizado por Venancio et al. (2011), o trevo-cumarl é utilizado por exercer varios
efeitos, dentre eles: analgésico, antipirético, anti-inflamatdrio, antitussigeno, anti-histaminico
e broncodilatador, além de antimicrobiano. Devido a isso, as propriedades terapéuticas da
espécie estdo associadas ao alivio do mal estar e dores generalizadas em quadros de gripe e
resfriados, além de ser Util no manejo de crises da asma conforme indicacdo do trabalho de
Cameron et al. (2015). Ainda, de acordo com 0s mesmos autores, existem evidéncias de que a
planta possua substancias que atuam no sistema nervoso central e causam efeitos ansioliticos.

Convém ressaltar que, apesar da utilizacdo de plantas com finalidade medicinal
ser histdrica no Brasil, somente em 2008 ocorreu a elaboracao da Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satide (RENISUS) cuja finalidade é subsidiar o
desenvolvimento de toda a cadeia produtiva de fitoterapicos, inclusive nas a¢bes que serdo
desenvolvidas pelo Ministério da Saude e também pelos outros Ministérios participantes no
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, as quais estdo relacionadas a
regulamentacdo, cultivo, manejo, producdo, comercializacdo e dispensacdo de plantas
medicinais e fitoterapicos (LINHARES, 2012).

A RENISUS possui 71 plantas, incluindo a Justicia pectoralis Jacg., com
evidéncias cientificas de seguranca e eficacia e com potencial de avancar na cadeia produtiva
e gerar produtos medicinais de interesse ao sistema de salude (BRASIL, 2008), sendo
prioridade pesquisa-la. Nesse sentido, 0 amplo emprego desta planta nas praticas caseiras da
medicina popular e nos servicos de saude publica, que usam a fitoterapia nos programas de
atencdo primaria a saude, bem como os diversos trabalhos cientificos que comprovam suas
atividades, configura em motivo suficiente para sua escolha como tema de estudos boténicos,
quimicos, bioldgicos e farmacologicos, visando a sua validagdo como um medicamento eficaz
e seguro derivado da flora medicinal do bioma Cerrado (SOUZA; LORENZI, 2012). Neste
trabalho é descrito o estudo morfoanatdmico, fitoquimico e biolégico de Justicia pectoralis

Jacg. (Acanthaceae), uma espécie vegetal bastante utilizada na medicina tradicional da regido.
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A presente dissertacdo estda organizada em quatro capitulos e cada capitulo
estruturado em: Resumo/Abstract, 1. Introducdo, 2. Materiais e Métodos, 3. Resultados, 4.
Discussdo, 5. ConsideracOes finais e Referéncias bibliograficas. O capitulo 1 caracteriza a
morfoanatomia dos 6rgdos radicular e caulinar da espécie em questdo. O capitulo 2 identifica
e elucida os fitoquimicos das partes aéreas de Justicia pectoralis Jacq. (ACANTHACEAE)
ocorrente no Cerrado Goiano. O capitulo 3 elucida os compostos quimicos do éleo essencial
e, o capitulo 4, apresenta os resultados referentes a avaliacdo da atividade antibacteriana in

vitro do referido 6leo extraido das partes aéreas da espécie medicinal em estudo.
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OBJETIVOS:

Objetivo Geral

e Caracterizar a morfoanatomia da raiz e do caule de Justicia pectoralis Jacg.
(Acanthaceae), realizar a prospeccéo fitoquimica, bem como elucidar a composi¢do quimica e
avaliar a atividade antibacteriana in vitro do éleo essencial obtido a partir das partes aéreas da
referida espécie medicinal ocorrente no Cerrado Goiano.

Objetivos Especificos

e Descrever a anatomia radicular e caulinar de Justicia pectoralis visando
contribuir para caracterizagdo taxonémica da espécie;

e Analisar e discutir a ocorréncia de cist6litos em representantes de Acanthaceae,
em especial para J. pectoralis, como marcador anatdmico de relevéancia taxondmica e
referencial diagnostico para caracterizacao e distingdo da espécie;

e Efetuar a prospeccao fitoquimica das partes aéreas da referida espécie boténica e
elencar as principais classes de metabdlitos secundarios presentes na droga vegetal;

e Elucidar os compostos quimicos presentes no 6leo essencial obtido das partes
dereas de J. pectoralis;

e Apresentar a aplicabilidade econébmica, cosmética e potencial farmacoldgico dos
constituintes identificados como majoritarios no 6leo essencial da referida espécie;

¢ Avaliar a atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial extraido das partes
aéreas da espécie medicinal em estudo;

e Discutir e apresentar estudos descritos na literatura que tenham testado a
atividade antibacteriana de 0leos essenciais de espécies vegetais que contenham os mesmos

compostos majoritarios verificados para J. pectoralis.
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Capitulo 1 — Caracterizacao morfo-anatémica dos érgaos radicular e caulinar de Justicia
pectoralis Jacq. (ACANTHACEAE) — ocorrente no Cerrado Goiano.

RESUMO: O estudo de plantas medicinais envolve vérias areas da ciéncia.
Neste contexto, este trabalho teve como objetivo descrever a morfologia e
anatomia da raiz e do caule de Justicia pectoralis uma vez que, embora
atualmente esteja incluida na Relacdo de Plantas Medicinais de Interesse ao
SUS, hé escassez de estudos farmacobotanicos que possam apoiar seu controle
de qualidade. As analises morfoldgicas foram realizadas com material fresco e
auxilio de estereomicroscopio. O estudo anatdmico foi realizado a partir de
secOes transversais dos 6rgdos radicular e caulinar, examinadas e fotografadas ao
microscopio 6ptico. A raiz é do tipo axial e o caule do tipo haste ou escapo. Em
secdo transversal, a raiz de J. pectoralis apresenta epiderme uniestratificada,
espacos intercelulares bem desenvolvidos e sistema vascular do tipo colateral
com organizacdo protostélica. O caule possui epiderme unisseriada com
tricomas tectores simples pluricelulares e cistolitos. Adjacente & epiderme,
encontra-se colénquima angular. O sistema vascular é do tipo colateral com
estrutura sifonostélica ectofloica. Os achados deste estudo permitem inferir que a
verificacdo de cistdlitos solitarios globosos, visualizados no caule de J.
pectoralis, constituem um marcador anatdomico de relevancia taxondmica que
pode ser empregado para caracterizacao e distingdo da espécie em estudo.

Palavras-chave: Morfo-anatomia. RENISUS. Justicia pectoralis Jacqg.

ABSTRACT: The study of medicinal plants involves several areas of science.
In this context, the objective of this work was to describe the morphology and
anatomy of the root and stem of Justicia pectoralis since, although it is currently
included in the List of Medicinal Plants of Interest to SUS, there is a shortage of
pharmacobotanical studies that can support its control of quality. Morphological
analyzes were performed with fresh material and stereomicroscope aid. The
anatomical study was performed from transversal sections of the root and
caulinar organs, examined and photographed under an optical microscope. The
root is of the axial type and the rod-like stem or escaped. In cross section, the
root of J. pectoralis presents unstratified epidermis, well developed intercellular
spaces and collateral type vascular system with protostélic organization. The
stem has epidermis uniseriate with multicellular simple tectorial trichomes and
cystoliths. Adjacent to the epidermis is angular collenchyma. The vascular
system is of the collateral type with ectophilic sifonostélic structure. The
findings of this study allow us to infer that the verification of globular solitary
cystoliths, visualized in the stem of J. pectoralis, constitute an anatomical
marker of taxonomic relevance that can be used to characterize and distinguish
the species under study.
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1. Introducéo:

O cerrado, dentro da biodiversidade brasileira, é fonte de muitas espécies vegetais
que desempenham importante papel na medicina popular (RODRIGUES; CARVALHO,
2001). Neste cenario destacam-se espécies da familia Acanthaceae. Esta familia, segundo
classificacdo do Angiosperm Phylogeny Group (APG IlI), pertence a ordem Lamiales (clado
Eurosideas 1) e compreende cerca de 240 géneros com aproximadamente 3.250 espécies
(HASTON et al, 2009; MARCHIORETTO; SILVA; PARODE, 2015; MATIAS;
CONSORALO, 2015; SOUZA; LORENZI, 2012), distribuidas pelas regides tropicais e
subtropicais de todo mundo, alcancando algumas areas temperadas mas com pouca
representatividade (MARTINELLI; MELLO-SILVA, 2015). A regido neotropical possui
aproximadamente 85 géneros e 2000 espécies conhecidas (WASSHAUSEN; WOOD, 2004).
Os principais centros de diversidade da familia sdo a Indo-Malasia, Africa, América Central e
Brasil (BARROSO et al., 1991; INDRIUNAS, 2011; PROFICE et al., 2015; SILVA; MELO;
SALES, 2010; WASSHAUSEN; WOOQOD, 2004).

No contexto dos biomas brasileiros, a flora das Acanthaceae para o estado de
Goias ainda ndo foi finalizada. Entretanto, em levantamentos baseados em material de
herbario, foi apontado a ocorréncia de 48 espécies distribuidas em oito géneros (VILAR,
2009). Apesar de bem representada na flora do Brasil, a identificacdo especifica dos
representantes desta familia no pais €, em geral, bastante dificil, devido a auséncia de
trabalhos taxonémicos recentes mais abrangentes, uma vez que as espécies brasileiras se
encontram, em sua grande maioria, mal delimitadas, com nomenclatura desatualizada e
problemas de tipificacdo (SARTIN, 2015).

Na familia Acanthaceae as arvores sdo raras, sendo a maioria encontrada como
ervas, lianas, arbustos, trepadeiras, xerdfitas e pantanosas. Suas flores sdo pentdmeras com
corolas gamopétalas, zigomorfas, muitas vezes bilabiadas e com androceu oligostémone.
Algumas caracteristicas morfologicas sdao compartilhadas pela grande maioria das especies,

como as folhas opostas cruzadas e as inflorescéncias em espiga, portando bracteas muitas
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vezes vistosas (SOUZA; LORENZI, 2012). Todavia, essas caracteristicas também sdo
compartilhadas por outras familias proximamente relacionadas as Acanthaceae, dentro da
Ordem Lamiales. Sendo assim, a familia carece de uma sinapomorfia morfolégica que a
caracterize (McDADE; DANIEL; KIEL, 2008).

Descrita pela primeira vez pelo boténico escocés James Justice, 0 género Justicia
é considerado o mais complexo dentre os pertencentes a familia Acanthaceae (VILAR, 2009;
WASSHAUSEN, 2002). A classificacdo & baseada nas caracteristicas das inflorescéncias,
androceu, pdlen e sementes. Embora o género Justicia s.I. ndo seja sustentado como
monofilético, os especialistas na familia tém preferido utilizar seu conceito mais amplo, com
cerca de 600 espécies com distribuicdo pantropical (GRAHAM, 1988) até que mais estudos
sejam realizados e uma nova circunscricdo dos taxons seja proposta de modo consistente.

Ndo ha estudos conclusivos para a flora brasileira do nimero de espécies
existentes, entretanto, segundo Profice et al. (2013), no Brasil ocorrem 125 espécies, sendo 71
endémicas e é consenso que 0 género Justicia é o maior em riqueza de espécies (CORTES;
RAPINI, 2013; VILAR, 2009) abrangendo 600 no mundo todo de acordo com Ruengsawang,
Chantaranothai e Simpson (2012) e Singh et al. (2015). As espécies de Justicia 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 séo
isoladas ou em inflorescéncias. As bracteas e bractéolas sdo muitas vezes coloridas e vistosas.
O célice € persistente no fruto (KAMEYAMA, 2006).

A partir de uma abordagem etnofarmacoldgica, para 0o género em questdo,
selecionou-se para este trabalho a espécie Justicia pectoralis Jacq. como objeto de estudo,
amplamente utilizada pela populacdo para tratamento de processos inflamatdrios
(OLIVEIRA; ANDRADE, 2000). Entretanto, devido a sua ampla distribuicdo geografica
entre os tropicos, seus usos etnofarmacoldgicos se ampliam: como tranquilizante e sedativo
em Cuba, onde é conhecida por tilo; como alucindgeno por tribos indigenas da América do
Sul; para mal estar no estbmago e dores nas pernas no Panamé; como afrodisiaco em Trinidad
(FONSECA, 2009; MACRAE; TOWERS, 1984); como ansiolitico na Amazénia (LIZCANO
et al., 2010), para o tratamento de sintomas da menopausa e dismenorreia na Costa Rica
devido as suas propriedades estrogénicas e progestagénicas (LOCKLEAR et al., 2010).

A espécie é considerada nativa do Brasil, onde é utilizada principalmente na
forma de cha ou lambedor para tratamento de afeccbes do trato respiratorio (CORREA;
ALCANTARA, 2012; VIANA; LEAL; VASCONCELOS, 2013). Justicia pectoralis ocorre
nos estados da regido Norte (Acre, Amazonas, Para, Rondbnia e Roraima), Nordeste (Ceara e



30

Maranhdo) e Centro-oeste (Goids e Mato Grosso) com substrato terricola (PROFICE et al.,
2010) (Figura 1).
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Figura 1 — Distribuicdo geogréfica da Justicia pectoralis Jacq. no Brasil demarcada pelos pontos
em vermelho.

Fonte: Lista das espécies da Flora do Brasil — (Instituto de Pesquisas Jardim Botéanico do Rio de
Janeiro, 2015).

De acordo com Lorenzi e Matos (2008) e Sartin (2015), trata-se de uma planta
perene, suberecta, de caule reptante e hastes ascendentes, de 15 a 50 cm de altura, sempre
verde, florifera e de folnagem ornamental. As folhas sdo opostas, membranéceas, estreitas e
longas atingindo até 5 cm de comprimento, lanceoladas, longo-acuminadas, glabras, com a
nervura central sulcada na face superior e verde clara na inferior e tricomas esparsos nas
nervuras da face adaxial. Bractea de 1,5 - 1,7 mm de comprimento e bractéolas de 1,2 - 1,7
mm de comprimento, sésseis, estreito-triangulares a lineares. Inflorescéncia terminal,
paniculada, rala, célice verde, corola tubulosa com flores sésseis, zigomorfas que variam do
lilds ao azul com estrias brancas no palato, as flores sdo muito pequenas e esparsas formadas
no verdo. Os estames estdo inseridos na regido central da corola com conectivo estreito

(figuras 2 e 3).
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Figura 2 — Justicia pectoralis - Aspecto geral da planta com inflorescéncias.
Fonte: http://www.naturalmedicinefacts.info/plant/justicia-pectoralis.html (2016).
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Figura 3 — Justicia pectoralis;: H — Detalhe da inflorescéncia evidenciando inflorescéncia com
disposicdo secundiflora, porém contendo gemas ndo desenvolvidas na porcdo sem flores; | — Bréctea; J —
Bractéolas; K — Cdlice dissecado; L — corola dissecada evidenciando o androceu.

Fonte: Sartin (2015).

Justicia pectoralis Jacq. apresenta fruto do tipo capsula clavada, glabra, deiscente,
1,2-2,3 cm de comprimento, sementes castanho-avermelhadas, achatadas, com 0,9-1,2 mm de
comprimento. A espécie propaga-se facilmente por rebentos, estacas ou ramos ja enraizados,
crescendo bem em canteiros e jarros formando conjuntos aglomerados globoides de até 40 cm
de altura. Esta forma de crescimento serve para distinguir a planta de outras com mesmo
nome popular mas que crescem na forma de grama (MATOS, 2000; OLIVEIRA,;
ANDRADE, 2000; VENANCIO, 2009). A planta integra e as folhas recém-colhidas, secas ou
apos a fervura, exalam um odor que lembra o cheiro adocicado do cumaru, devido a presenca
de cumarinas (MATQOS, 1998).

A Justicia pectoralis Jacg. pode ser cultivada em hortos e quintais devido ao
interesse medicinal. Portanto, faz-se necessaria a correta identificagdo a fim de evitar uso
equivocado quando do emprego a partir de nomes populares. Este erro pode ser observado em
espécimes depositados em herbarios 0s quais ndo poucas vezes Sao incorretamente
identificados, ndo obstante as diferencas morfoldgicas das espécies. Além disso, a espécie
pode ser comercializada esteril ou rasurada o que impossibilita a correta identificacdo
(AOYAMA; INDRIUNAS, 2014). Nesse sentido, faz-se necessario estabelecer formas de
diagndstico de controle de qualidade para melhor identificagdo do material botanico.

E premente a necessidade de pesquisas que envolvam o uso de plantas medicinais
consagradas no meio popular (AGRA; FRANCA; BARBOSA-FILHO, 2007,
ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006; BRANDAO, 2017) uma vez que a utilizacio racional

de plantas com fins terapéuticos pode constituir um importante fator de economia no setor de
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salde em paises em desenvolvimento (YUNES; PEDROSA; CECHINEL-FILHO; 2001;
FUNARI; FERRO, 2005). Estas pesquisas devem envolver a identificacdo rigorosa da planta
e estabelecer os parametros de qualidade necessarios a sua utilizacdo a fim de garantir o seu
uso seguro, a deteccdo de fraudes e evitar intoxicacdes ou efeitos colaterais relacionados a
doses inadequadas ou ao uso de plantas erroneamente identificadas (BRAGA; RATES;
SIMOES, 2017).

Visando contribuir com estes parametros de qualidade, os estudos anatémicos
com espécies de Justicia se concentram nas caracteristicas foliares (AOYAMA,;
INDRIUNAS, 2013; AOYAMA; INDRIUNAS, 2014; KUMAR; PALIWAL, 1978,
SARITHA; BRINDHA, 2011; TAVARES; NEVES, 1993; TAVARES; VIANA, 1995;
VARGEM, 2015; VERDAM et al., 2012), devido ao valor taxonémico das estruturas
presentes neste o0rgdo. Entretanto, em decorréncia da escassez de estudos que tratem da
caracterizacdo morfoanatdmica dos 6rgdos vegetativos raiz e caule de J. pectoralis, 0 objetivo
deste trabalho foi fornecer subsidios para sua identificagdo boténica a fim de definir
parametros para o controle de qualidade, certificacdo e autenticidade dessa espécie medicinal,
uma vez que o formulario de fitoterapicos da farmacopeia brasileira ainda nao possui

monografia para a espécie em estudo.

2. Materiais e Métodos:

2.1 OBTENCAO E IDENTIFICAGCAO DO MATERIAL BOTANICO:

Para realizacdo dos estudos, as mudas de Justicia pectoralis Jacq. foram
cultivadas, entre julho/2015 e junho/2016 sob condi¢Ges ambientais ndo controladas, no Horto
Medicinal do Centro Universitario de Anapolis - UniEvangélica, na cidade de Andpolis,
Goiés (16°34'50"S e 48°92'88"W) (figura 4) sob a supervisdo da Profé. Dr?. Josana de Castro
Peixoto. As matrizes das plantas foram coletadas nas proximidades do Cdérrego do Ouro,
Brasilia, DF (15°30°S, 47°57°W). Os cultivos foram realizados em canteiros, com
espessamento aproximado de 40x40 cm, com adubacgéo organica, irrigacdo com agua potavel
e sem o abrigo da luz.

A referida espécie foi identificada pela Prof?. Dr?. Josana de Castro Peixoto e as
exsicatas foram depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Goias, sob os tombos
HUEG10764 e HUEG11027.
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Figura 4 — Area de cultivo da Justicia pectoralis no Horto Medicinal do Centro Universitario de
Andpolis, UniEvangélica. A — aspecto geral do canteiro de cultivo; B — detalhe de um espécime.

2.2 CARACTERIZACAO MORFO-ANATOMICA:
2.2.1 Morfodiagnose Macroscopica:

Os estudos morfoldgicos da raiz e do caule foram realizados em material fresco.
Os exemplares foram coletados na area de cultivo em julho/2016, entre 10 e 13 horas, com
auxilio de tesoura adequada de poda. As analises foram feitas a vista desarmada e com auxilio
de microscopio estereoscopico Q-106S - P1 binocular no laboratério de Pesquisa em
Biodiversidade (LAPEBIO) do Centro Universitario de Anépolis — UniEvangélica. Foram
analisados eixos principais da regido mediana de raizes e caules obtidos a partir de 5 cm
abaixo do &pice dos ramos. A terminologia empregada para as descrices morfoldgicas
baseou-se em Gléria e Guerreiro (2006), Gongalves e Lorenzi (2011), Oliveira e Akisue
(2009) e Vidal e Vidal (2009).

2.2.2 Morfodiagnose Microscopica:
A metodologia para microscopia Optica foi realizada no Laboratério de

Biodiversidade e Laboratério de Estudos boténicos, quimicos e bioldgicos de Plantas
Medicinais da Universidade Estadual de Goias, campus Anapolis.
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Para visualizagdo da anatomia da raiz, foram realizadas se¢0es transversais na raiz
principal e, para andlise microscopica do caule, foram realizadas sec¢Oes transversais em
porc¢des localizadas 5 cm do apice dos ramos. Os cortes foram realizados a mao livre com
auxilio de lamina de barbear e isopor como suporte.

A confeccdo das laminas seguiu metodologia descrita por Oliveira e Akisue
(2009) e Sass (1940) com modificacOes (figura 5): As secOes foram clarificadas com
hipoclorito de sodio a 20%, neutralizadas com solugédo aquosa de acido acético 1%, lavadas
em agua destilada e submetidas a dupla coloragdo com mistura de azul de astra e safranina

1%, na proporc¢do 3:1, e montadas entre lamina e laminula com glicerina 50%.

Figura 5 — Material bioldgico, vidrarias e reagentes utilizados em microtécnica vegetal conforme
metodologia de Oliveira e Akisue (2009) e Sass (1940) com modificagdes.

Os cortes foram visualizados e analisados ao microscépio 6ptico comum Olympus
CX31 (Leica DM500). As fotomicrografias referentes as estruturas anatdmicas foram obtidas
em fotomicroscopio modelo LEICA DM27000 (cadmera Leica ICC50) com captura digital das
imagens e as escalas, que acompanham as ilustracdes, foram obtidas nas mesmas condigdes
Opticas.

A terminologia empregada para as descri¢cdes da caracterizacao tecidual dos cortes
visualizados baseou-se em Gloria e Guerreiro (2006), Gongalves e Lorenzi (2011), Oliveira e
Akisue (2009) e Vidal e Vidal (2009).

3. Resultados:

As especies do género Justicia apresentam semelhancas morfologicas

(OLIVEIRA et al., 2000) sendo a descri¢do de suas caracteristicas botanicas relevante para
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certificacdo e caracterizagdo taxondmica da espécie. Desta forma, seguem os resultados do

estudo morfolégico e anatbmico da raiz e caule da espécie em estudo:

3.1. MORFODIAGNOSE MACROSCOPICA:

3.1.1. Raiz:

A raiz é do tipo axial ou pivotante, tendo eixo principal 1-2 mm de diametro,
coloragdo marrom a marrom clara, moderadamente fixada ao substrato, com estrias
longitudinais pouco marcadas (Figura 6).

Y

Figura 6 — Justicia pectoralis: Morfologia externa da Raiz: A — aspecto geral do sistema radicular;
B — destaque para o sistema radicular do tipo axial ou pivotante.

3.1.2. Caule:

Caule ascendente, cilindrico a quadrangular, herbaceo do tipo haste ou escapo, 1-2
mm de didmetro na regido basal, verde na regido mediana e apical, base lenhosa de cor
acinzentada, ndo estriado, ramificacdo simpodial, constricdes enegrecidas acima dos nds,
glabro e esparsamente pubescente, com tricomas acinzentados dispostos em duas faixas

verticais e entrends com 3,0 cm de comprimento (Figura 7).
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A B

Figura 7 — Justicia pectoralis: Morfologia externa do Caule; A — aspecto geral; B — caule sem
peciolos; C — destaque para as constri¢des enegrecidas acima dos nos.

3.2. MORFODIAGNOSE MICROSCOPICA:

3.2.1. Raiz:

A raiz de Justicia pectoralis Jacq., em segdo transversal, apresenta contorno
cilindrico. A epiderme é uniestratificada. A regido cortical apresenta espacos intercelulares
bem desenvolvidos apresentando endoderme como ultima camada do cortex. O periciclo,
situado abaixo da endoderme, delimita o cilindro vascular. Xilema e floema formam sistema

vascular do tipo colateral com organizacao protostélica (Figura 8).

Figura 8 — Microscopia da secdo transversal da raiz de Justicia pectoralis. Legenda: epi =
epiderme unisseriada; ein = espaco intercelular; end = endoderme; per = periciclo; xil = xilema; flo = floema.
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Fonte: Malheiros (2012).

3.2.2. Caule:

Em secéo transversal, o caule, em crescimento primario, exibe contorno poligonal
hexagonal. A epiderme é unisseriada com tricomas tectores simples pluricelulares. Apresenta
inclus@es celulares na forma de agregados de carbonato de célcio, do tipo cistolitos solitarios
e globosos, albergados no interior de litocistos. A epiderme caulinar também apresenta
depressdes onde estdo inseridos tricomas glandulares pluricelulares de pescoco curto.
Adjacente a epiderme, de forma descontinua ao longo do contorno caulinar, em cada um dos
seis angulos do contorno, encontram-se trés a quatro estratos de células colenquimaticas do
tipo angular seguidos por parénquima de preenchimento cortical. Entre o colénquima angular
e 0 parénquima de preenchimento cortical, observa-se uma extensdo colenquimatica
intensamente corada. O sistema vascular é do tipo colateral com estrutura sifonostélica
ectofloica descontinua. Parénquimas interfasciculares sao observados como faixas de tecidos
unindo os feixes vasculares, os quais delimitam uma regido central preenchida por

parénquima medular (Figuras 9 e 10).

Figura 9 — Microscopia da secdo transversal do caule de Justicia pectoralis. Legenda: epi =
epiderme unisseriada; col = colénquima; eco = extensdo colenquimatica; tte = tricoma tector; tgl = tricoma
glandular; lit = litocisto; pcr = parénquima de preenchimento cortical; pin = parénquima interfascicular; xil =
xilema; flo = floema; pmd = parénquima de preenchimento medular.

Fonte: Malheiros (2012).
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Figura 10 — Microscopia da se¢do transversal do caule de Justicia pectoralis. A - evidenciando
cistélito; B — detalhe do tricoma glandular. Legenda: epi = epiderme unisseriada; col = colénquima; eco =
extensdo colenquimatica; cis = cistolito; xil = xilema; flo = floema; tgl = tricoma glandular.

Fonte: A — Malheiros (2012); B — Prépria.

4. Discussao:

A descricdo das caracteristicas macroscopicas da espécie Justicia pectoralis Jacq.
reforcam a afirmagdo de que ha similaridade entre os membros do género Justicia. Dessa
maneira, as informacdes acerca de suas caracteristicas sdo relevantes, uma vez que muitas
espécies desse género sdo utilizadas pela populacdo como plantas medicinais e essas
informacgdes podem servir como fonte para a correta determinacdo da espécie (OLIVEIRA;
ANDRADE, 2000; OLIVEIRA et al., 2000).

Entretanto, os caracteres morfoldgicos vegetativos encontrados mostraram-se
insuficientes para distincdo de Justicia pectoralis, uma vez que os padrdes apresentados séo
comuns dentro do género Justicia (KAMEYAMA, 2006). Sendo assim, os padrdes
anatdbmicos ganharam maior relevancia no papel de caracterizacdo da espécie.

Quanto aos caracteres microscopicos, a presenca de tricomas tectores
multicelulares é comumente observada em representantes da familia Acanthaceae e bem
descrita na literatura (AKHTAR; SYED, 2006; O’NEIL, 2010; PEICHOTO, 1998; VERDAM
et al., 2012). A ocorréncia de colénquima angular verificada no caule, também pdde ser
observada no peciolo e na regido da nervura central nos trabalhos de Aoyama e Indriunas
(2013), Monteiro e Aoyama (2012), Zottele e Aoyama (2013) em outras especies de
Acanthaceae, além de J. pectoralis.
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A familia também tem a caracteristica peculiar de apresentar cistélitos de
formatos variados que ocorrem na folha e caule. Acanthaceae é referendada na literatura
como uma das 14 familias onde estas inclusdes estdo presentes (METCALFE; CHALK,
1957). Entretanto, de acordo com Lin, Yen e Kuo-Huang (2004), essa deposicédo de carbonato
de célcio é mais restrita e de ocorréncia em apenas trés familias: Moraceae, Urticaceae e
Acanthaceae.

A ocorréncia de cistolitos em Acantaceas tem sido relatada em varios trabalhos.
Em 1908, Solereder ja havia mencionado a presenca de cistolitos duplos em Glossochilus
durechellii (Barlerieae). Ahmad (1979) relatou cistolitos presentes em 82 espécies da
subfamilia Acanthoideae. Kumar e Paliwal (1978; 1982) descreveram caracteristicas dos
cistolitos em membros de Acanthaceae ressaltando a relevancia sistematica destas inclusdes.
Inandmar, Chaudari e Ramana Rao (1990) investigaram a ocorréncia de cistélitos em 46
espécies de Acanthaceae, de modo que foram verificados em 39 delas. Patil e Patil (2011)
evidenciaram a ocorréncia de cistolitos em 43 espécies pertencentes a 22 géneros de
Acanthaceae.

Estes autores destacam que estas inclusbes celulares de céalcio encontram-se,
geralmente, nas partes vegetativas de vérias espécies da familia com varia¢es na natureza,
forma, tamanho, cor, distribuicdo e posicdo nos 6rgaos vegetais, conferindo-lhes importancia
como caracteres diagndésticos de Acanthaceae. Com base nestes dados, sugere-se que as varias
caracteristicas dos cistolitos podem ser convenientemente empregadas em taxonomia e
considerac0es filogenéticas, além de auxiliar na distingdo em nivel de géneros e espécies.

Para Justicia, sdo vastos os relatos na literatura da ocorréncia de cistélitos nas
folhas de espécies desse género: Aoyama e Indriunas (2013) descreveram a ocorréncia de
litocistos contendo cistolitos de carbonato de célcio em J. carnea, J. scheidweilerii e em J.
kleinii entre as células epidérmicas da face adaxial. As trés espécies apresentam cistélitos
foliares solitarios e alongados, como observado para outras Justicia: J. cydoniifolia
(TAVARES; NEVES, 1993); J. acuminatissima (MENDONCA; PEREIRA, 2012); J.
brandegeana (AOYAMA,; INDRIUNAS, 2012); J. procumbens (KUO-HUANG; YEN,
1996); J. gendarussa (AOYAMA,; INDRIUNAS, 2014) e J. pectoralis (AOYAMA;
INDRIUNAS, 2014; VARGEM, 2015).

Assim, os dados da literatura quanto a anatomia foliar de diversas espécies de
Acanthaceae, permitem concluir que a presenga de cistdlitos foliares € comum e caracteristica
em representantes da familia, em especial para o género Justicia, constituindo um indicador

anatdmico de importancia taxonémica para as espécies deste género. Entretanto, pela presenca
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desta inclusdo ndo ter sido comumente verificada no caule das espécies de Justicia descritas
na literatura, os achados deste estudo permitem inferir que a presenca e tipo de cistolitos neste
orgdo pode ser utilizado como referencial anatbmico para caracterizacao da Justicia pectoralis
Jacq.

Segundo Larcher e Boeger (2006), os cistélitos podem estar relacionados a defesa
contra herbivoria, invasdo de fungos e com os mecanismos de retirada de excesso de célcio
absorvido do solo. Outros autores (KUO-HUANG; YEN, 1996; LIN; YEN; KUO-HUANG,
2004) sugerem que tais inclusdes possam atuar como reservatério de CO, ou Ca** para a
fotossintese. Coerente com este raciocinio, segundo Vilar (2009), fatores ambientais como
auséncia de luz, principalmente em individuos jovens, ou a auséncia de dioxido de carbono na
atmosfera parecem inibir o desenvolvimento dos cistolitos. Bauer, Elbaum e Weiss (2011)
ainda enfatizam a importancia da mineralizacdo na prevencdo do efeito téxico do fon Ca®* na
celula.

Os caracteres observados neste estudo para anatomia caulinar de J. pectoralis, em
especial a ocorréncia de epiderme unisseriada e colénquima angular, parénguimas de
preenchimento, tricomas tectores pluricelulares e glandulares, estdo em conformidade com os
caracteres analisados no trabalho de Peichoto (1998) em 12 espécies de Justicia (J. axillaris,
J. brasiliana, J. comata, J. dumetorum, J. floribunda, J. goudotti, J. laevilinguis, J. lythroides,
J. ramulosa, J. oblonga, J. squarrosa, J. tweediana) ocorrentes no nordeste argentino, assim
como no trabalho de Zottele e Aoyama (2014) envolvendo a caracterizacdo anatbmica
caulinar da espécie Justicia wasshauseniana P. de ocorréncia no Espirito Santo, Brasil. Os
resultados deste estudo, quanto a anatomia caulinar de J. pectoralis, estdo também em
conformidade com as verificacdes de Verdam (2009) para espécie J. acuminatissima coletada
em Manaus no Amazonas.

Entretanto, para as espécies de Justicia dos estudos acima citados de ocorréncia
no Brasil, ndo foi observada a presenca de cistélitos, cuja inclusdo foi verificada apenas nas
Justicia de ocorréncia na Argentina. Esses achados evidenciam e reforcam que os cistolitos do
tipo solitéario globoso, encontrado na epiderme caulinar de J. pectoralis no presente trabalho,
podem ser utilizados na distin¢do da espécie dentre outros membros de Justicia de ocorréncia
nos biomas brasileiros.

Convém ainda citar a J. pectoralis forma mutuquinha, de ocorréncia na
Amazo6nia, reconhecida como uma etnoespécie diferente da J. pectoralis var. stenophylla por
populacbes ribeirinhas que as cultivam, sendo-lhes atribuidas inclusive indicacdes

terapéuticas distintas (as folhas e caules da primeira sdo comumente usados na forma de
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infusdo pelas mulheres no tratamento de hemorragias e cdlicas uterinas) (RODRIGUES,
2006). Embora morfologicamente distintas, J. pectoralis var. stenophylla (analisada neste
estudo) e J. pectoralis forma mutuquinha, verificada no trabalho de Cassino (2010), também
compartilham estruturas (tricomas tectores pluricelulares e glandulares) e tecidos (epiderme
unisseriada, colénquima angular, parénquimas de preenchimento) na constituicdo da anatomia
caulinar, inclusive quanto a ocorréncia de estrutura vascular sifonostélica ectofloica colateral
e presenca de cistolitos, corroborando que a presenca desta inclusdo no caule pode ser
utilizada como marcador anatbmico para a espécie, mesmo que pertencam a variedades
diferentes.

Além disso, a morfologia e anatomia da raiz e caule verificadas neste trabalho
para J. pectoralis, coincidem com as observacdes do estudo de Malheiros (2012) para mesma

espécie em ocorréncia no nordeste brasileiro.

5. Consideracdes finais:

Acredita-se que, propor a sociedade a utilizacdo de um determinado fitoterapico
requer, antes de tudo, a avaliacdo pragmatica e identificacdo taxonémica correta das plantas
medicinais, isto para aumentar o seu valor agregado e possibilitar a exploracdo do potencial
terapéutico na satde publica regional. Desta forma, a realizacdo de anélises morfo-anatdmicas
contribui com os padrbes de controle de qualidade para o reconhecimento de determinada
espécie medicinal.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel realizar o levantamento de
caracteristicas anatdbmicas da raiz e caule da espécie J. pectoralis ocorrente no Cerrado
goiano. Tendo em vista a escassez de estudos farmacobotanicos anteriores para esta espécie,
em especial para a anatomia radicular e caulinar, e até mesmo para o género Justicia, o
presente trabalho ganha relevancia na caracterizagdo de J. pectoralis como importante
ferramenta que pode auxiliar na sua correta identificacdo, especialmente no que diz respeito a
sua utilizacdo na forma de droga vegetal, dado o0 uso intenso dessa espécie na medicina
popular.

Os achados deste estudo, aliados aos dados obtidos na literatura, permitem inferir
que verificacdo de cistolitos solitarios globosos visualizados no caule de J. pectoralis,
constituem um marcador anatémico de relevancia taxonémica que pode ser empregado para

caracterizagdo e distincdo da espécie em estudo em virtude de outros trabalhos ndo terem
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verificado, até o presente, a ocorréncia desta inclusdo no mesmo 6rgéo em outras espécies de

Justicia de ocorréncia no Brasil.
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Capitulo 2 — Prospeccao fitoquimica das partes aéreas de Justicia pectoralis Jacq.

(ACANTHACEAE) ocorrente no Cerrado Goiano.

RESUMO: O estudo quimico vem despertando interesse ao longo da histéria na
composicao das plantas medicinais. Estudos fitoquimicos envolvendo membros
da familia Acanthaceae demonstraram que sdo espécies importantes na medicina
tradicional para o tratamento de infeccdes e dores em geral. Neste contexto,
visando elucidar qualitativamente os constituintes quimicos de Justicia
pectoralis Jacq., foi realizada a prospec¢édo fitoquimica de suas partes aéreas
com o objetivo de elucidar os grupos de metabolitos secundarios mais
caracteristicos da referida espécie e obter conhecimentos preliminares do
comportamento quimico dos extratos analisados. A identificacdo dos
fitoquimicos foi realizada por meio de reacbes de caracterizacdo dos metabolitos
secundarios mais relevantes, separadas em trés grandes grupos: compostos
fenolicos; compostos nitrogenados e terpenos. Os resultados demonstraram a
presenca dos seguintes grupos: flavonoides, compostos fendlicos, presenca de
nucleo esteroide e desoxi-agucares, além da presenca de cumarinas. Baseando-se
nos constituintes quimicos encontrados na amostra das partes aéreas de J.
pectoralis, constatou-se que a planta seque o padrdo da familia Acanthaceae, e
que, com excec¢do dos heterosideos antraquindnicos e cardioativos, alcaloides e
saponinas, todas as outras classes de metabolitos secundarios estdo em
conformidade com os estudos ja realizados para a espécie, indicando-os como
potenciais marcadores quimiotaxondémicos.

Palavras-chave: Fitoquimica. Acanthaceae. Justicia pectoralis Jacq.

ABSTRACT: The chemical study has aroused interest throughout history in the
composition of medicinal plants. Phytochemical studies involving members of
the Acanthaceae family have demonstrated that they are important species in
traditional medicine for the treatment of infections and pains in general. In this
context, in order to elucidate qualitatively the chemical constituents of Justicia
pectoralis Jacg., The phytochemical prospection of its aerial parts was carried
out with the objective of elucidating the groups of secondary metabolites more
characteristic of this species and to obtain preliminary knowledge of the
chemical behavior of the analyzed extracts. The identification of the
phytochemicals was carried out through characterization reactions of the most
relevant secondary metabolites, separated into three large groups: phenolic
compounds; nitrogen compounds and terpenes. The results showed the presence
of the following groups: flavonoids, phenolic compounds, presence of steroid
nucleus and deoxy sugars, besides the presence of coumarins. Based on the
chemical constituents found in the sample of the aerial parts of J. pectoralis, it
was Verified that a plant follows the pattern of the Acanthaceae family, and that,
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with the exception of anthraquinone and cardioactive heterosides, alkaloids and
saponins, all other classes of secondary metabolites are in accordance with
studies already performed for the species, indicating them as potential
chemotaxonomic markers.

Keywords: Phytochemistry. Acanthaceae. Justicia pectoralis Jacq.

1. Introducéo:

Com o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, aliado ao interesse em se
confirmar o conhecimento em medicina popular, as plantas medicinais estdo tendo seu valor
terapéutico mais intensamente pesquisado pela ciéncia e a sua utilizagdo vem crescendo
(ATASANOV et al., 2015). As plantas sdo importantes fontes de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um
grande numero de farmacos (OLIVEIRA; FERREIRA; TOMA, 2010). A producdo e
utilizacdo de fitoterapicos padronizados com seus beneficios comprovados e de alta
qualidade, podem facilitar 0 acesso da populagdo a medicamentos seguros e de baixo custo,
facilitando ainda o crescimento da fitomedicina nacional e, desta forma, promovem positivo
impacto na economia local (AGYARE et al., 2013; BADKE et al., 2016).

Os produtos naturais podem ser tdo eficientes quanto os produzidos pela sintese
guimica, contudo a transformacdo de uma matéria-prima vegetal em um medicamento deve
manter a integridade quimica e farmacoldgica da espécie medicinal, garantindo a constancia
de sua acdo bioldgica e a sua seguranca de utilizacdo, além de valorizar seu potencial
terapéutico. Para garantir esses objetivos, a producao de fitoterapicos requer, necessariamente,
estudos prévios relativos a aspectos botanicos, agronémicos, fitoquimicos, farmacoldgicos e
toxicologicos por meio do desenvolvimento de metodologias analiticas e tecnoldgicas
(BRUM et al., 2011).

Atualmente, cerca de 40% dos medicamentos disponiveis no mercado
farmacéutico sdo derivados de produtos naturais, sendo 25% provenientes de plantas, 10% de
microrganismo e 3% de animais, mas, se forem considerados apenas os farmacos
antineoplasicos e antimicrobianos, esse percentual sobe para 70% (SCANNEL et al., 2012).
No Brasil, os fitoterapicos e as plantas medicinais sdo a classe de produtos que possuem

maior potencialidade de crescimento. Nesse contexto, 0 crescente interesse por esses produtos



50

esta relacionado ao mercado potencial que gira na casa dos bilhdes de dolares. Estima-se que
o faturamento nacional nesse setor chegue a US$1 bilhdo de dolares em 2017, caracterizando
15% do mercado farmacéutico (ABIFISA, 2016).

Cerca de 60.000 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). Essa riqueza vegetal
caracteristica do Brasil esta relacionada com os diversos ecossistemas distribuidos em todo
seu territorio devido a grande variedade de solos e climas (CORDELL, 2000).

Nesse cenério, destaca-se o0 bioma Cerrado bastante rico em espécies medicinais,
em funcdo de suas caracteristicas morfologicas, com xilopddios e cascas que acumulam
reservas e, com frequéncia, possuem substancias farmacologicamente ativas. A partir do
conhecimento empirico tradicional destes vegetais, muitas descobertas benéficas para a
medicina ja foram realizadas (SILVA; MIRANDA; CONCEICAO, 2010). Entretanto, as
pesquisas ainda sdo poucas e existem lacunas referentes ao conhecimento cientifico de
compostos bioativos produzidos pelas espécies desse bioma, repercutindo em uma realidade
brasileira onde, embora se tenha elevada diversidade vegetal e muitas espécies medicinais
sejam de amplo conhecimento popular, o0 nimero de informacdes sobre essas plantas tem
crescido menos de 10% ao ano (BESSA et al., 2013).

Dentre as inimeras potencialidades terapéuticas do bioma Cerrado, destaca-se a
espécie Justicia pectoralis Jacq., conhecida no Brasil pelos nomes populares de chamba,
anador, melhoral ou novalgina, é considerada uma planta de uso medicinal nas regides Norte
e Nordeste, no tratamento de asma, tosse e bronquite (VENANCIO, 2009). Além disso, por
apresentarem semelhancas fisiologicas entre si, espécies do género Justicia compartilham
alguns nomes populares e indicacdes fitoterapicas, como anti-inflamatoria e analgésica, as
quais tém sido relacionadas a presenca de cumarinas (LINO et al., 1997; MARTIN-VIANA et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2000). A distribuicdo deste metabdlito secundario na familia
Acanthaceae € restrita a poucas espécies conferindo-lhe importancia etnofarmacologica
(MURRAY; MENDEZ; BROWN, 1982). Dentro do género Justicia, as cumarinas ja foram
elucidadas para J. pectoralis e J. acuminatissima (CORREA, 2013).

A producdo de cumarinas em Justicia sp. € induzida pelo ataque de herbivoros
(DIXON; PAIVA, 1995), microrganismos (MANN, 1987), sendo também liberadas pelas
raizes, exercendo efeito alelopatico sobre plantas vizinhas (MELO; ANDRADE, 1989),

demonstrando que sua producdo no vegetal tem caréater defensivo.
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Estudos fitoquimicos com membros da familia Acanthaceae demonstraram que
sdo espécies importantes na medicina tradicional para o tratamento de infec¢cdes e dores em
geral e promissoras do ponto de vista farmacoldgico (CABRAL et al., 2012; CORTES;
RAPINI, 2013). Entretanto, os dados da literatura referentes a constituicdo fitoquimica de
Justicia pectoralis Jacq. nativas do bioma Cerrado, onde também ocorre, ainda sdo escassos.
Estudos desta natureza sdo Uteis para a caracterizagdo quimiotaxondmica desta espécie e,
ainda, por fornecer subsidios para o controle de qualidade da matéria-prima vegetal.

Neste contexto, visando conhecer os constituintes quimicos de Justicia pectoralis
Jacq., foi realizada a andlise fitoquimica das partes aéreas da referida espécie, por meio de
técnicas de prospeccao de substancias de interesse terapéutico com o objetivo de elucidar os
grupos de metabdlitos secundarios relevantes da espécie e obter conhecimentos preliminares

do comportamento quimico dos extratos analisados.

2. Materiais e Métodos:

2.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO:

O material boténico para realizacdo das analises foi obtido conforme
procedimento descrito no item 2.1 do capitulo 1 desta dissertacdo. Foram utilizadas plantas
adultas completamente expandidas, sem florescéncia, sendo as partes aéreas coletadas abaixo

do terceiro n6, sempre no periodo da manha.

2.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL BOTANICO:

O material coletado foi limpo em &gua potavel, com posterior enxague em agua
destilada e submetido a secagem em estufa com circulacdo forcada de ar, Marca Solab e
modelo SL-102, a 40°C (x 5°C) até atingir o teor de umidade entre 8 a 14%, conforme
especificacdo da Farmacopeia Brasileira 5% edi¢do (V) - caracterizacdo de drogas vegetais
(BRASIL, 2010). Apos a secagem, o material seco foi pulverizado em moinho de facas,
marca Marconi e modelo MA-580. O po obtido foi acondicionado em sacos plasticos escuros,
identificado e armazenado em local protegido da luz e umidade até sua utilizagdo nos
experimentos. A droga vegetal foi entdo submetida a andlise de prospeccdo fitoquimica

conforme metodologias descritas a seguir.
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2.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA:

A anélise qualitativa das principais classes de metabdlitos secundarios presentes
nas partes aéreas de Justicia pectoralis Jacq., foi realizada nas amostras pulverizadas obtidas
conforme descrito nos itens 2.1 e 2.2. Neste trabalho foram utilizadas algumas das principais
reacOes de caracterizacdo dos metabolitos secundarios mais relevantes, adaptadas de Costa
(2001), Matos (1988), Matos & Matos (1989) e Simdes et al. (2017), separadas em trés
grandes grupos: compostos fendlicos (fenois simples, flavonoides, antraquinonas, cumarinas e
taninos); compostos nitrogenados (alcaloides) e terpenos (heterosideos cardioativos e
saponinas). As analises relacionadas a prospeccdao fitoquimica foram realizadas no

Laboratorio de Quimica Instrumental da Universidade Estadual de Goias (campus Anapolis).

2.3.1 Compostos Fenolicos:

2.3.1.1 Compostos Fendlicos simples, Flavonoides e Antraquinonas

Extragéo:

Foram pesados, em balanca de precisdo, 8g da amostra pulverizada das partes
aéreas de J. pectoralis e acrescentados 80 mL de etanol a 70% (v/v). Essa mistura foi fervida
durante 5 minutos e filtrada em papel de filtro umedecido com etanol a 70% (v/v) (MATOS;
MATQS, 1989).

Reac0es de Caracterizagédo

Reac0es especificas para Flavonoides — Caracterizacdo do nucleo fundamental benzopirano:

» Reacdo de cianidina ou de Shinoda: Foram transferidos 3 mL do filtrado para um
tubo de ensaio. Adicionou-se cerca de 1 cm de fita de magnésio fina e acrescentou-se
cuidadosamente 1 mL de &cido cloridrico concentrado. O aparecimento de coloracéo
vermelha indica reagdo positiva para heterosideos flavonoides. Nessa reacdo, 0s
derivados flavonicos, que tém cor amarelada, em presenca de meio &cido, séo
reduzidos a derivados antocianicos (Figura 1) de coloracdo vermelha. Chalconas e
isoflavonas ndo desenvolvem cor nesse ensaio (ZUANAZZI; MONTANHA,
ZUCOLOTTO, 2017).
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Figura 1 — Derivados antocianicos (antocianidinas) gerados pela reagdo dos flavonoides com fita
de magnésio e 4cido cloridrico concentrado.

» Reacdo Oxalo-Borica: Evaporou-se 5 mL de solucdo extrativa em uma capsula de
porcelana. Juntou-se ao residuo semi-seco 3 mL de solucéo de acido bérico a 3% (p/v)
e 1 mL de solucdo de acido oxalico a 10% (p/v). Evaporou-se até secura e adicionou-
se, ao residuo seco, 7 mL de éter etilico P.A. Observou-se sob luz ultravioleta se ha
aparecimento de fluorescéncia amarelo-esverdeada. Costa (2001), afirma que os
flavonoides da amostra, na presenca de acido boérico e acido oxalico, formam
complexos cromoforos (Figura 2) que apresentam fluorescéncia verde ligeiramente
amarelada sob luz ultravioleta. 1sso ocorre porque quando se utiliza acido oxalico, o0s
flavonois com hidroxila livre em C-3 (Figura 3) originam composto corado de amarelo
esverdeado soluvel em éter, com fluorescéncia perceptivel (ZUANAZZI;
MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017). Esta reacdo € exclusiva de flavonois. Os outros
compostos (flavonas, flavanonas e isoflavonas) podem corar-se, mas ndo apresentam

fluorescéncia.
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Figura 2 — Complexos cromoforos formados pela reagdo dos flavonoides com acido borico e
acido oxalico.

OH

(0]
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Figura 3 — Estrutura de um flavonol com hidroxila livre em C-3.

> Reagdo com Acido Sulfirico Concentrado: Foram adicionados 3 mL da solugio
extrativa numa capsula de porcelana e deixou-se evaporar até a semi-secura. Juntou-se
0,5 mL de acido sulfarico concentrado. A presenca de fluorescéncia amarela ou verde,
sob luz ultravioleta, indica reacdo positiva para heterosideos flavonoides. Na presenca
de &cido sulfarico concentrado os compostos flavonicos (Figura 4) formam sais de
oxonio (Figura 5) (ZUANAZZI; MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017). Estes sais
apresentam fluorescéncia variavel, conforme a posicdo do ion ox6nio, quando

expostos a luz ultravioleta.
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O Estrutura geral de uma
Flavona chalcona

Figura 4 — Estruturas bésicas de compostos flavonicos. A — flavona; B — chalcona.
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Figura 5 — lons oxdnio gerados pela reagdo de compostos flavonicos com acido sulfdrico
concentrado.

ReacOes especificas para compostos fendlicos em geral — Caracterizagdo de Hidroxilas

fendlicas:

» Reacdo com Hidroxidos Alcalinos: Foram transferidos 3 mL da solucdo extrativa para
um tubo de ensaio. Adicionou-se 1 mL de hidroxido de sodio a 20% (p/v) e agitou-se
0 tubo. O desenvolvimento de coloracdo amarela indica reagdo positiva para
heterosideos flavonoides. Em meio alcalino, alguns grupos de flavonoides apresentam

cor amarela. As chalconas podem desenvolver coloracdo vermelho-amarelada.

» Reacdo com Cloreto de Aluminio: Foram transferidos cerca de 5 mL da solugéo
extrativa para uma capsula de porcelana. Concentrou-se a metade e transferiu — se
para um pedaco de papel de filtro espalhando sobre toda a superficie. A seguir, uma
das regides do papel foi umedecida com solucdo de cloreto de aluminio a 5% (p/v). O
cloreto de aluminio forma complexos com hidroxilas vizinhas ou hidroxilas e

carbonilas vizinhas nos derivados flavonoides, tais complexos (Figura 6) apresentam
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fluorescéncia que vai do amarelo ao azul-esverdeado quando observados sob luz
ultravioleta 365 nm (COSTA, 2001).

OH

(0] .0
A I\\\\\

Al
T

Cl

Figura 6 — Complexos formados pela rea¢do do cloreto de aluminio com hidroxilas vizinhas ou
hidroxilas e carbonilas vizinhas nos derivados flavonoides.

» Reacdo com Cloreto Férrico: Foram transferidos 3 mL da solucdo extrativa para um
tubo de ensaio. Foram acrescentadas 2 gotas de cloreto férrico a 4,5% (p/v) e observar
0 aparecimento de coloracdo (negra, azul, amarela, verde, marrom ou vermelha).
Segundo Zuanazzi, Montanha e Zucolotto (2017), muitos compostos fendlicos na

presenca de cloreto férrico desenvolvem coloragéo azul, verde, marrom ou vermelho.
Reacdo de caracterizacdo de Heterosideos Antraquindnicos:

» Reacdo com Borntrager Indireta: Foram transferidos 10 mL do filtrado para um
béquer de 40 mL que foi designado béquer (1) e 10 mL para outro béquer que foi
designado (11). Ao contetdo do béquer I foi acidificado 0,5 mL de &cido cloridrico a
10% (v/v) e levado a fervura por 2 minutos em chapa aquecedora, sendo que com o
conteddo do béquer (Il) fez-se o mesmo procedimento, exceto a acidificagdo. Os
liquidos foram transferidos para tubos de ensaio designados de (1) e (II),
respectivamente, e apés o resfriamento, foram adicionados, a cada tubo, 10 mL de éter
etilico P. A., agitando-os levemente. Em seguida, separou-se 5 ml da fase etérea dos
tubos (1) e (II), e foram acrescentados 4 mL de amodnia 50% (v/v) em cada um,
deixando-os em repouso por 5 minutos para verificacdo da coloracdo da fase

amoniacal (COSTA, 2001). De acordo com Reginatto (2017), a coloragdo rosea a
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vermelha na fase amoniacal indica reacdo positiva para heterosideos antraquinénicos,
isto ocorre porque em meio alcalino as quinonas hidroxiladas transformam-se nos
anions fenolatos (Figura 7) correspondentes, os quais apresentam coloracdo rosea a
vermelha, ap6s a extracdo das agliconas e liberadas por hidrolise acida. A cor
desenvolvida, no maximo em 5 minutos, intensifica-se progressivamente pela
oxidacéo das formas livres reduzidas — antrona e antranol — em antraquinona — Figura
8.

OH

+NH,OH —
! O‘ +NH, + H,0

Figura 7 — Anions fenolatos gerados pela reagdo de quinonas hidroxiladas com hidréxido de
‘O
@)
Estrutura béasica de
uma antraquinona

OH (0]

amonio.

Figura 8 — Estrutura béasica de uma antraquinona (9,10-antraquinona).

2.3.1.2 Cumarinas:

As cumarinas puras sdo fluorescentes (sob a acdo da radiacdo ultravioleta
possuem em geral fluorescéncia azul e alguns derivados ja a luz natural), mas em meio
alcalino, forma-se o acido cis-o-hidroxicindmico que sob a acdo da radiagdo ultravioleta
origina o isdémero trans (figura 9), que é fluorescente (em meio alcalino torna-se verde ou

desaparece).
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Figura 9 — Estrutura basica de uma cumarina e seus subprodutos em meio alcalino.

Extragéo:

Foram pesados 2 g da amostra pulverizada em balancga de precisdo e adicionados a
30 mL de agua quente. Essa mistura foi filtrada, e ao filtrado adicionou-se 1 mL de acido
cloridrico 1 mol L™ (até pH 1) para promover a hidrélise do heterosideo e obter o metabélito
(cumarina) livre sem estar conjugado com acgucar. Em seguida, extraiu-se com 10 mL de éter

etilico P.A. A fase etérea foi concentrada até a metade de seu volume.

Reacdo de Caracterizacdo:

Para caracterizagdo de cumarinas foram aplicadas gotas da fase etérea sobre duas
regides de um papel de filtro. Em uma das manchas formadas adicionou-se 1 gota de NaOH 1
mol L™. O papel foi observado sob luz ultravioleta 365 nm. Segundo Simdes et al. (2017), as
cumarinas, desenvolvem fluorescéncia azul-brilhante ou verde quando observadas sob luz
ultravioleta 365 nm e em solucdo alcalina, sofrem rompimento do anel lactonico,

desenvolvendo cor amarelada.
2.3.1.3 Taninos:

Extragéo:
Foram pesados em balanca de precisdo, 2g da amostra pulverizada e adicionados
50 mL de agua destilada, a mistura foi levada a fervura durante 5 minutos. Em seguida,
procedeu- se a filtracdo da mistura ainda quente, utilizando papel de filtro. Completou-se o
volume do filtrado obtido para 100 ml e procedeu-se a pesquisa de taninos (MATOS, 1988).
Foram organizados em uma estante 12 tubos de ensaio. Em 6 dos 12 tubos foram
adicionados 5 mL da solucdo extrativa. Nos 6 tubos restantes foram adicionados 5 mL de

acido tanico 0,5% (p/v) como controle positivo.

Reac0es de Caracterizagéo:
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» Reacdo com gelatina: Foram adicionadas ao primeiro tubo, 5 gotas de solucédo de
gelatina a 2,5% (p/v) em solucdo de cloreto de sodio a 5% (p/v). A presenca de
precipitado branco indica reacdo positiva. Segundo Mello e Santos (2017), taninos
reagindo com a gelatina formam-se pontes de hidrogénio entre as hidroxilas fendlicas
dos taninos e os grupamentos aminas dos aminoacidos (principalmente prolina) das
proteinas, além de interacdes hidrofébicas e algumas ligacdes covalentes, responsaveis

pelo aparecimento de um precipitado.

» Reacdo com sais de alcaloides: Foram adicionadas ao segundo tubo, 5 gotas de solugao
de sulfato de quinino a 1% (p/v) em acido sulfarico a 5% (p/v). Ao terceiro tubo, foram
adicionadas 5 gotas de solucdo de brucina a 1% (p/v) em &cido sulfurico 5% (p/v). A
presenca de precipitado indica a existéncia de taninos na amostra, pois as hidroxilas
fendlicas dos taninos reagem com 0s grupamentos aminas dos alcaloides formando
substancias insoltveis (COSTA, 2001).

» Reacdo com sais metalicos: Ao quarto tubo foram adicionadas 5 gotas de acetato de
cobre a 4% (p/v). Ao quinto tubo acrescentou-se 2 gotas de cloreto férrico a 2% (p/v).
A presenca de taninos é evidenciada pela formacdo de precipitado na amostra. O
aparecimento de precipitado indica presenca de taninos, pois eles reagem com sais de
metais pesados como cobre, ferro, zinco, dentre outros, formando fenatos insoluveis.

Os fenatos férricos apresentam coloracdo enegrecida (COSTA, 2001).

» Reacdo com Hidréxidos Alcalinos: Ao sexto tubo foram adicionadas 5 gotas de solucéo
de hidroxido de sodio ou potassio a 20% (p/v). A presenca de taninos na amostra €
observada pelo escurecimento da solugdo. Os taninos ndo precipitam pelos hidréxidos
alcalinos, pois os grupos fenolicos reagem formando fenatos soltveis. Na reagdo com
hidréxidos ha uma mudanca de coloracdo da solucdo (escurecimento) caracterizada
pela presenca de fenatos sollveis formados pela reagdo de grupos fendlicos dos taninos
com os hidroxidos (COSTA, 2001).

2.3.2 Compostos nitrogenados (Alcaloides):

Extracéo &cida:
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Foram pesados em balanca de precisdo, 2g da amostra pulverizada e adicionados
20 mL de acido sulfurico a 5% (V/V), a mistura foi levada a fervura durante 3 minutos. Em
seguida, procedeu- se a filtracdo da mistura ainda quente, utilizando papel de filtro. Apds a
filtracdo a solucdo foi resfriada e o filtrado transferido para funil de separacdo. A solucéo foi
alcalinizada com NH;OH a 10% até pH basico com monitoramento por fita de pH.

Foram realizadas extra¢cGes com 2 porc¢des de 10 mL de cloroférmio e a fracéo

organica foram acrescentados 20 mL de HCI diluido.

Pesquisa de alcaloides:
A fracdo &cida foi separada e submetida a pesquisa de alcaloides utilizando os
reagentes gerais para alcaloides de acordo com metodologia adaptada de Costa (2001).

Abaixo estdo descritos 0s reagentes e suas respectivas técnicas de preparo:

Reagentes iodados:

Precipitam os alcaloides das solucbes éacidas, sob a forma de poliiodetos
complexos.

- Reativo de Mayer: Dissolver em agua 2,71g de cloreto de mercurio e 10g de
iodeto de potéssio e, em seguida, completar o volume para 200 mL com agua destilada. Agitar
e filtrar.

- Reativo de Dragendorff: Dissolver 8g de subnitrato de bismuto em 20mL de
acido nitrico a 30% (p/V). Dissolver, em separado, 22,89 de iodeto de potassio em um volume
minimo de &gua destilada. Despejar a primeira solugdo, pouco a pouco, sobre a segunda.
Deixar em repouso durante algumas horas e filtrar. Completar o volume com &gua destilada
para 100mL.

- Reativo de Bouchardat: Dissolver 4g de iodeto de potassio e 2g de iodo em

100ml de &gua destilada.

Reagente com poliadcidos minerais complexos:

Precipitam os alcaloides em meios &cidos ou neutros na forma de compostos
amorfos ou cristalinos.

- Reativo de Bertrand: Dissolver 1g de &cido silico-tingstico em 100mL de agua

destilada.
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Reagentes a base de &cidos organicos:

Precipitam alcaloides de solugdes &cidas ou neutras formando compostos
cristalinos que se dissolvem na presenca de alcalis.

- Reativo de Hager: Dissolver 2g de acido picrico em 100mL de agua destilada.

- Acido Tanico: Dissolver 1g de cido tanico em 100mL de agua destilada.

A fracdo &cida foi distribuida igualmente, em 6 tubos de ensaio e em cada tubo,
respectivamente e adicionadas 3 gotas dos reativos gerais para alcaloides citados acima.

Em paralelo, foi montada uma outra bateria de 6 tubos de ensaio (bateria
controle), contendo 3mL de solucdo padrdo de sulfato de quinina 1% (p/v). Em cada um
destes tubos foram adicionadas 3 gotas dos respectivos reativos gerais para alcaloides a fim de
servirem de padrdo para comparagdo com a primeira bateria de tubos.

A presenca de alcaloides é demonstrada pelo aparecimento de precipitados nos
tubos:

Reativo de Mayer — precipitado branco.

Reativo de Dragendorff — precipitado vermelho tijolo.

Reativo de Bouchardat — precipitado marron-avermelhado.

Reativo de Bertrand — precipitado branco.

Reativo de Hager — precipitado amarelo.

Acido tanico — precipitado bege.

2.3.3 Compostos terpénicos

2.3.3.1 Heterosideos Cardioativos:

Extragéo

Para a extracdo dos possiveis heterosideos cardioativos (Figura 10) presentes na
amostra pulverizada pesou-se, em balanga semi-analitica, 2,5 g da amostra, acrescentou- se 25
mL de etanol a 50% (v/v) e 10 mL de solugdo de acetato de chumbo a 10% (p/v). A mistura
foi levada a fervura por 4 minutos. Apos a fervura a amostra foi resfriada, filtrada e o volume
completado para 25mL com etanol a 50% (v/v). O filtrado foi transferido para um funil de
separagdo e extraido por 2 vezes com 15 mL de cloroférmio P.A. (MATOS, 1988). A fracdo
cloroférmica foi utilizada nas reacGes de pesquisa de heterosideos cardioativos descritas

abaixo:



62

@] R= Lactona
H

Heterosideos

Estrutura basica de um
heterosideo
cardioativo

Figura 10 - Estrutura basica dos heterosideos cardioativos.

Para a caracterizacdo laboratorial destes principios ativos, empregam-se reagdes
que evidenciam isoladamente partes das moléculas dos heterosideos, como por exemplo:
reacbes de caracterizacdo do nucleo esterdide (Liebermann-Burchard, Pesez); reacdes
relacionadas com o anel lactonico pentaciclico (Kedde, Baljet, Raymond, Legal); reacbes

relacionadas com os desoxiacUcares (Keller-Kiliani, Xantidrol).

Reacdes de caracterizacdo:

» Reacdo de Liebermann-Burchard (reacdo de caracterizacdo do nucleo esteroide):

Foram transferidos 3 mL da fracdo cloroférmica para um tubo de ensaio e levados a
secura em banho-maria. Ao residuo do tubo, foi adicionado 1 mL do reagente de
Liebermann-Burchard, recém preparado (1 mL de cloroférmio P. A., 1 mL de anidrido
acetico P. A. e 3 - 4 gotas de &cido sulfdrico concentrado). Deixou-se o0 tubo em
repouso por 5 minutos. O desenvolvimento de coloracdo acastanhada a esverdeada
indica reacao positiva para esteroides/ triterpenos.
Fundamento: O reagente de Liebermann-Burchard (anidrido acético + &cido sulfirico)
promoverd desidratacdes e desidrogenacbes no nucleo fundamental esteroide
resultando derivados com ligacGes duplas conjugadas, portanto corados, tal coloracao
podera ir do acastanhado ao esverdeado (COSTA, 2001).
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» Reacdo de caracterizacdo do nucleo esteroide (Reagdo de Pesez): Foram evaporados
3 mL da fragdo cloroférmica até a secura numa capsula de porcelana em chapa
aquecedora. Foram acrescentadas, ao conteudo da capsula, apos o resfriamento, 3 - 6
gotas de acido fosfdrico concentrado e misturados com auxilio de bastdo de vidro para
observacdo na luz U.V. A presenca de fluorescéncia amarela ou verde, sob luz
ultravioleta (365nm), indica reagdo positiva (MATOS; MATOS, 1989).

» Reacdo de Keller-Kiliani (reacdo que detecta desoxi-agucares): Foram evaporados, até
a secura, 5 mL da fracdo cloroférmica num tubo de ensaio em banho-maria. Ao
residuo do tubo, foi adicionado um reagente recém-preparado que contém &cido
acetico glacial P. A. e cloreto férrico 9% (p/v) na proporcéo de 3: 0,1. Homogeneizou-
se 0 conteudo do tubo e foi lentamente vertido para outro tubo de ensaio contendo 2
mL de &cido sulfurico concentrado. O desenvolvimento de um anel de coloragdo
castanho-avermelhada na zona de contato, assim como o aparecimento de coloragdo
azul-esverdeada na camada acética, indica reacdo positiva para desoxi-agucares
(COSTA, 2001). Obs.: Esta reacdo somente é positiva se 0 desoxi-agUucar estiver na
extremidade glicidica. Se houver glucose ou outro aglcar, a reacdo serd negativa,

mesmo havendo desoxi-agucares na molécula.

» Reacdo de Kedde (reacdo especifica para o anel lacténico): Foram transferidos 6 mL
da fracdo cloroférmica para um tubo de ensaio e levados a secura em banho-maria. Ao
residuo do tubo foram acrescentados 2 mL de etanol 50% (v/v), 2 mL de agua, 2 mL
de reagente acido 3 - 5 dinitrobenzoico a 1% (p/v) recém-preparado em etanol a 96%
(v/v) e 2 mL de hidréxido de potassio 1 mol.L™ . Deixar em repouso por 5 minutos. O
desenvolvimento de coloracdo castanho-avermelhada a vermelho-violeta indica reacéo
positiva para heterosideos cardioativos (COSTA, 2001).

Fundamento: Esta reacdo € atribuida a dissociacdo do anel lactdnico pentaciclico
insaturado (cardendlido) em meio alcalino, que se une ionicamente com um reagente
nitrado (Figura 11), como o é&cido dinitrobenzoico, picrico etc., resultando em
compostos fortemente coloridos. Obs.: Em substituicdo ao acido 3,5-dinitrobenzdico
pode-se utilizar m-dinitrobenzeno em meio alcalino (coloragdo desenvolvida sera
laranja ou violeta fugaz) ou acido picrico em meio alcalino (coloracdo desenvolvida

sera laranja estavel).
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Figura 11 — Dissociagéo do anel lactdnico pentaciclico insaturado (cardendlido) em meio alcalino.

2.3.3.2 Saponinas

Extracdo e determinacdo do indice de espuma:

Para a extracdo de possiveis saponinas (Figura 12), foram pesados 1 g da droga
vegetal e transferidos para erlenmeyer contendo 50 mL de &gua fervente. A mistura foi
mantida sob fervura moderada por 30 min. Apds fervura, a solucdo foi resfriada, filtrada e
transferida para um baldo volumétrico de 100 mL. Foi completado o volume, através do
filtro, até 100 mL. O decocto obtido foi distribuido em 3 tubos de ensaio com tampa (tubos de
mesmo diametro e mesma altura), em série sucessiva de 1, 2 e 3, e 0 volume do liquido
ajustado em cada tubo a 10 mL com agua destilada. Os tubos foram tampados e agitados com
movimentos verticais por 15 segundos, com duas agitacdes por segundo. Os tubos foram
deixados em repouso por 15 minutos e a altura da espuma medida apés o intervalo (Brasil,
2010). Segundo Athayde et al. (2017), a presenca de saponinas na amostra é constatada pela

formacdo de espuma persistente com altura de, pelo menos, 1 cm.

A B

Estruturas basica de uma

Estruturas basica de uma saponina esteroidal saponina triterpénica

Figura 12 — Estruturas basicas das saponinas. A - saponina esteroidal; B - saponina triterpénica.
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Para avaliacdo da presenca de saponinas deve-se verificar:

- Se a altura da espuma de todos os tubos for inferior a 1 cm, o indice de espuma
€ menor do que 100;

- Se, em qualquer um dos tubos, a altura da espuma medida for 1 cm, a diluicéo
do material vegetal nesse tubo (A) é o indice observado. Se esse tubo for o primeiro ou o
segundo na seérie, € necessario fazer uma diluicdo intermediaria, pelo mesmo método
descrito anteriormente, para obter um resultado mais preciso;

- Se a altura da espuma for maior do que 1 cm em todos os tubos, o indice de
espuma € maior que 1000. Nesse caso, a determinacao precisa ser feita com uma nova série

de diluicdes do decocto para se obter um resultado preciso;

- O Indice de Espuma (IE) ¢ calculado segundo a equagao:
IE = 1000/A
- Sendo A o volume, em mL, do decocto usado para preparacdo da diluicdo no

tubo onde a espuma foi observada.

3. Resultados:

A tabela 1 demonstra os resultados, a partir das andlises da prospeccao
fitoquimica, para flavonoides, compostos fendlicos em geral e heterosideos antraquinénicos,
cumarinas, taninos, alcaloides, heterosideos cardioativos e saponinas das partes aéreas de
Justicia pectoralis.

O resultado positivo na prospeccdo fitoquimica para as reagdes de cianidina ou
Shinoda, Oxalo-Borica e com &cido sulfarico concentrado evidenciam a presenca de
flavonoides nas partes aéreas de J. pectoralis, assim como a presenga de compostos fendlicos
em virtude de positividade obtida nas reag6es com hidroxidos alcalinos, cloreto de aluminio e

cloreto férrico.
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Tabela 1: Prospeccdo fitoquimica das partes aéreas de Justicia pectoralis Jacqg., cultivada no Horto
Medicinal do centro universitario de Anapolis-Go, UniEvangélica.

Reacdo de Caracterizacdo para Flavonoides e

Compostos Fendlicos em geral RESULTADO
1- Reacdo de Shinoda (cianidina) Positiva
2- Reacdo Oxalo-Bodrica Positiva
3- Reagdo com H,SO, conc. Positiva
4- Reacdo com Hidrdxidos Alcalinos Positiva
5- Reacdao com AICl; Positiva
6- Reacdo com FeCls Positiva
Reacdo de Caracterizacao para Heterosideos
Antraquindnicos RESULTADO
1- Reagdo de Borntrager Indireta Negativa
Reacéo de Caracterizagéo para Cumarinas Positiva
Reacdo de Caracterizacdo para Taninos RESULTADO
1- Reacdo com gelatina Negativa
2- Reacdo com sulfato de quinino 1% (v/v) Negativa
3- Reagdo com solugéo de brucina 1% (p/v) Negativa
4- Reacao acetato de cobre 4% (p/v) Negativa
5- Reacdo com cloreto férrico 2% (p/v) Negativa
6- Reacdo hidroxido de sodio 20% (p/v) Negativa
Reacdo de Caracterizacdo para Alcaloides RESULTADO
1- Reativo de Mayer Negativo
2- Reativo Dragendorff Negativo
3- Reativo de Bouchardat Negativo
4- Reativo de Bertrand Negativo
5- Reativo de Hager Negativo
6- Acido Tanico Negativo
Reacdo de Caracterizacdo para Heterosideos
Cardioativos RESULTADO
1- Reacéo de Liebermann-Burchard Positiva
2- Reacdo de Pesez Positiva
3- Reacdo de Keller-Kiliani Positiva
4- Reativo de Kedde Negativo
Reacdo de Caracterizacao para Saponinas RESULTADO
1- Formacéo de espuma com altura de 1,0 cm Negativa




67

As figuras 13 e 14 demonstram os resultados para algumas das reagdes de
caracterizagéo de flavonoides.

Figura 13 — Resultado das reac¢des para caracteriza¢do de flavonoides: coloracdo verde enegrecida
na reacdo com cloreto férrico (tubo da esquerda) e coloragdo marrom escura na reacdo da cianidina ou shinoda
(tubo da direita).

Figura 14 — Resultado das reagfes para caracterizacdo de flavonoides: fluorescéncia observada na
reacdo com cloreto de aluminio sob luz U.V. (figura da direita).

O resultado negativo na reacdo de Borntrager Indireta e desenvolvimento de forte
fluorescéncia azulada (figura 15), sob luz ultravioleta na fracdo etérea do extrato de J.
pectoralis com NaOH 1 mol L™ indicam, respectivamente, auséncia de antraquinonas e

presenca de cumarinas na planta.

'.

Figura 15 — Fluorescéncia observada sobre o papel de filtro na fase etérea da solugdo extrativa em
que adicionou-se a gota de NaOH 1 N.
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A ndo ocorréncia de precipitagdo ou mesmo turva¢do no extrato aquoso de J.
pectoralis nas reacbes com gelatina, sais de alcaloides (sulfato de quinino e solugdo de
brucina) e reacdo com sais metalicos (acetato de cobre e cloreto férrico), para caracterizacdo
de taninos, indicam a auséncia deste metabdlito secundario na planta.

As figuras 16, 17, 18 e 19 demonstram os resultados para pesquisa de taninos.

Figura 16 — ReacOes de caracterizacdo de Taninos: controle positivo (a esquerda) e resultados
para a amostra (a direita). Os reagentes utilizados em cada bateria, tanto para controle positivo como para
amostra, da direita para esquerda foram: sulfato de quinino 1% (v/v); solugdo de brucina 1% (p/v); acetato de
cobre 4% (p/v); cloreto férrico 2% (p/v); hidréxido de sddio 20% (p/v).

.

Figura 17 — ReacGes de caracterizagdo de Taninos com alcaloides: sulfato de quinino 1% (v/v) —
(a esquerda); solucéo de brucina 1% (p/v) (a direita).
Legenda: A —amostra; C — controle positivo.
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Figura 18 — Reagdes de caracterizacao de Taninos com sais metalicos: acetato de cobre 4% (p/v) —
(a esquerda); cloreto férrico 2% (p/v) — (a direita).
Legenda: A —amostra; C — controle positivo.

Figura 19 — Reacéo de caracterizagéo de Taninos com Hidroxido de sédio 20% (p/v).
Legenda: A —amostra; C — controle positivo.

A ndo ocorréncia de precipitacdo no extrato &cido de J. pectoralis, com 0s reativos
gerais para caracterizacdo de alcaloides, indicam a auséncia deste metabdlito secundario na
planta.

As figuras 20 e 21 demonstram, respectivamente, os resultados para pesquisa de
alcaloides da bateria de tubos controle (padrdo positivo) e tubos teste (com a fracdo &cida do

extrato de J. pectoralis).

Figura 20 — Reacdes de caracterizagdo de Alcaloides: controle positivo. Uso dos reativos gerais de
Alcaloides, da esquerda para a direita: Reativo de Mayer (precipitado branco), Reativo de Dragendorff
(precipitado vermelho tijolo), Reativo de Bouchardat (precipitado marrom-avermelhado), Reativo de Bertrand
(precipitado branco), Reativo de Hager (precipitado amarelo) e Acido tanico (precipitado bege).
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Figura 21 — Reag0es de caracterizagdo de Alcaloides: tubos teste, com a fragdo cida do extrato de
J. pectoralis., da esquerda para a direita, Reativo de Mayer, Reativo de Dragendorff, Reativo de Bouchardat,
Reativo de Bertrand, Reativo de Hager e Acido tanico. Nos tubos teste ndo houve formacao de precipitado.

O desenvolvimento de coloracao acastanhada na fracdo cloroférmica do extrato de
J. pectoralis na reacdo de Liebermann-Burchard (figura 22) e a presenca de fluorescéncia
esverdeada na reacao de Pesez (figura 23), demonstram a presenca de compostos com nucleo
esteroide na planta, assim como o desenvolvimento de um anel de coloragdo castanho-
avermelhada na reacdo de Keller-Kiliani, na zona de contato entre a fracdo cloroférmica do
extrato da espécie em estudo e a camada acética (figura 22), indicam a presenca de desoxi-
acucares na planta. Entretanto, o ndo desenvolvimento de coloracdo laranja na reacdo de
Kedde (figura 22), para a fracdo cloroférmica de J. pectoralis, evidencia a ndo ocorréncia de

heterosideos cardioativos na espécie.

Figura 22 — Reacles de caracterizagdo de heterosideos cardioativos: tubos teste, com a fracao
cloroférmica do extrato de J. pectoralis., da esquerda para a direita, Reacéo de Liebermann-Burchard, Reagdo de
Keller-Kiliani, Reativo de Kedde.
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Figura 23 — Reagdes de caracterizacdo de heterosideos cardioativos: Reagdo de Pesez da fragdo
cloroférmica do extrato de J. pectoralis.

Para o decocto extraido das partes aéreas de J. pectoralis, na pesquisa de
saponinas, a altura da espuma foi de 0,5 cm (Figura 24), portanto, inferior a 1,0 cm o que
indica indice de espuma menor que 100, ou seja, negativo para a presenca deste grupo de
metabolitos secundarios. Apo6s a adi¢do de 2 gotas de acido cloridrico diluido, a espuma
presente na amostra se desfez rapidamente, confirmando ndo ser resultante da presenca de

saponinas.

Figura 24 — Formacéo de espuma observada na reacéo de caracterizacdo de saponinas no decocto
das partes aéreas de J. pectoralis.
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4. Discussao:

Na prospeccdo fitoquimica realizada com as partes aéreas de J. pectoralis Jacq.
pOde-se constatar a presenca dos seguintes metabolitos secundarios: flavonoides, compostos
fendlicos, presenca de nucleo esteroide e desoxiagUcares, além da presenca de cumarinas.
Segundo trabalho realizado por Lima (2017) e Oliveira et al. (2000), houve resultados
semelhantes aos encontrados neste estudo, sugerindo que as propriedades farmacoldgicas
atribuidas a planta devem ser induzidas por diferentes principios ativos, possivelmente as
cumarinas.

A presenga destas cumarinas sao importantes. Excetuando-se a 1,2-benzopirona,
todas as cumarinas sdo substituidas por um grupo hidroxila na posi¢cdo 7. A 7-hidroxi-
cumarina, também conhecida como umbeliferona (figura 25), é a precursora das cumarinas di
e tri hidroxiladas. A pesquisa sobre a atividade das cumarinas foi, em alguns casos, o ponto de
partida para a descoberta de novos medicamentos. O dicumarol, por exemplo, ainda hoje
utilizado como raticida devido sua atividade sobre a inibi¢cdo da coagulacdo do sangue, foi
descoberto durante a investigacdo sobre uma doenca hemorragica no gado alimentado com
melioto [Melilotus officinalis (L.) Pallas] (trevo-de-cheiro-amarelo) fermentado. Esta
atividade guiou a pesquisa que desenvolveu a varfarina, um anticoagulante oral (CAMPOS;
CUNHA, 2005; VENANCIO, 2009; LEAL; SILVA; FONSECA, 2010).
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Figura 25 — Estrutura das cumarinas presentes em J. pectoralis. A — 1,2-benzopirona; B —
umbeliferona.

Outros estudos sobre ensaios fitoquimicos realizados com o extrato metandlico de
J. pectoralis, por meio de testes gerais de identificacdo e cromatografia em camada delgada
(CCD), mostraram-se positivos com relacdo a presenca de cumarinas, flavonoides, esteroides
e triterpenoides, e negativos para alcaloides (CORREA, 2013). Estudos cromatograficos e
métodos espectrofotométricos realizados com J. pectoralis var. stenophylla Leonard isolaram
e caracterizaram derivados cumarinicos [1,2-benzopirona (cumarina), 7-hidroxi-cumarina

(umbeliferona)] — figura 25, assim como derivados do acido fenilpropidnico (CORREA,
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2013; FONSECA, 2009). Essas duas cumarinas sdao amplamente referidas na literatura, e sdo
citadas como dois dos possiveis constituintes bioativos desta espécie (MOURA, 2016), sendo
sugeridas como as principais responsaveis pela bioatividade da J. pectoralis (DE VRIES;
TAUCHER; JOSHI, 1988; LINO et al., 1997; MACRAE; TOWERS, 1984; MILLS;
PASCOE; CHAMBERS, 1986).

A concentragdo de cumarinas nas partes aéreas da planta é proporcional a
intensidade de radiacdo solar incidente durante seu cultivo, e folhas vermelho-vinaceas
possuem maior teor de cumarinas totais comparadas as verdes. No entanto, uma maior
incidéncia de radiagédo solar durante o primeiro més de desenvolviemnto da planta afeta de
forma negativa seu crescimento, ocasionando menor rendimento da biomassa. Portanto, para
fins farmacéuticos, é indicado o cultivo das mudas de J. pectoralis sob a sombra até o final do
primeiro més e entdo transferéncia para area de radiacdo total até a coleta (BARROS;
ANDRADE; SILVA, 1997).

As cumarinas atualmente sdo estudadas para suas atividades antibacteriana
(FERREIRA et al., 2015), antiviral (NEYTS et al., 2009), antifangica (KHAN et al., 2004),
antiparasitaria (MISRA et al., 2015), anticancer (SASHIDHARA et al., 2010a), anti-
inflamatéria (KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2015), antidislipidémica
(SASHIDHARA et al., 2010b), anticolinesterasica (KURT et al., 2015) e vasodilatadora
(BERTIN et al, 2014). Algumas exercem também efeito central, como as
diidropiranocumarinas, que exercem efeito neuroprotetor e furanocumarinas que mostram
possuir efeito antidepressivo (VENANCIO, 2009).

Os resultados da prospeccao fitoquimica também demonstraram a presenca de
heterosideos flavonoides nas partes aéreas de J. pectoralis Jacq. Os flavonoides representam
um dos grupos fendlicos mais relevantes e diversificados entre os produtos de origem natural.
Sdo responsaveis pelo aroma dos alimentos e pela coloracdo das flores, atuando também na
defesa quimica das plantas contra fungos e bactérias. Estdo presentes em todas as plantas
vasculares, distribuidos principalmente nas partes aéreas dos vegetais, como flores e folhas
(HARBORNE, 1984). Nas folhas, sdo considerados os principais pigmentos que absorvem luz
U.V. além de serem os mais comuns (PIETTA et al., 1989).

As atividades medicinais dos heterosideos flavonoides sdo muito variadas,
entretanto, alguns resultados apontam para o tratamento de doencas circulatorias, hipertenséo,
agindo como co-fator de vitamina C. Além disso, esses compostos possuem também
importancia farmacoldgica, com propriedades atribuidas a alguns representantes da classe dos

flavonoides, como: antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante, antiviral, atividade hormonal
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e anti-hemorragicas (ZUANAZZI; MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017). Ainda com relagéo
a presenca destes metabdlitos nos resultados apresentados na amostra analisada, estes foram
similares ao encontrado em outras pesquisas para J. pectoralis Jacg. e J. gendarussa, o que
explicaria seu uso na medicina popular para o tratamento de doencas do aparelho respiratorio,
pois sdo capazes de quebrar ions de ferro e evitar peroxidacdo lipidica (OLIVEIRA et al.,
2000; ANDRIAMIHAJA et al., 2001). Estudos de andlise fitoquimica das folhas de J.
pectoralis conduzidos por Araujo, Faria e Safadi (2014) e Vargem (2015) e triagem
fitoquimica com as partes aéreas, realizada por Lima (2017), também evidenciaram a
presenca de heterosideos flavonoides para a espécie.

Os resultados da prospecgdo fitoquimica ndo evidenciaram a presenca de
antraquinonas nas partes aéreas de J. pectoralis Jacg. assim como na andlise fitoquimica de
Araujo, Faria e Safadi (2014) com as folhas da mesma espécie. Entretanto, estudo da
constituicdo quimica para 0 mesmo 6rgdo, desenvolvido por Vargem (2015), e o trabalho de
Lima (2017) com as partes aéreas da planta, evidenciaram a presenca deste grupo de
metabolitos secundarios. Segundo Simdes et al. (2017), os farmacos de origem vegetal, que
contém heterosideos antraquindnicos, sdo empregados desde a antiguidade como laxativos e
purgativos. Os principios ativos destes compostos possuem agdo catartica, agem no aparelho
digestdrio, mais precisamente na contracdo do musculo liso da parede do c6lon e também no
transporte de ions/absorcdo de dgua. Em diversos géneros da familia Acanthaceae, como em
Anisacanthus, Mendoncia e Ruelia encontram-se quinonas, sendo essa ocorréncia considerada
uma caracteristica quimiotaxonémica (KANCHANAPOOM et al., 2002).

Os resultados da prospeccéo fitoquimica deste estudo coincidem com os trabalhos
de Aradjo, Faria e Safadi (2014), Lima (2017) e Vargem (2015) quanto a auséncia de taninos
nas folhas e partes aéreas de J. pectoralis Jacqg. Plantas ricas em taninos sdo empregadas na
medicina tradicional no tratamento de diversas moléstias, tais como diarreia, hipertensdo
arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais (azia, nausea,
gastrite e Ulcera géstrica), problemas renais e do sistema urinario e processos inflamatorios
em geral (DUFRESNE; FARNWORTH, 2001).

Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros tém
identificado diversas atividades bioldgicas dessa classe de substancias. Dentre essas, podemos
citar: acdo bactericida e fungicida, antiviral, inibicdo de enzimas como glicosiltransferases de
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, inibicdo da peroxidacdo de lipideos e
sequestrador de radicais livres e acdo antitumoral (MELLO; SANTOS, 2017).
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Acredita-se que as atividades farmacologicas dos taninos sdo devidas, pelo menos
em parte, a trés caracteristicas gerais que sdo comuns em maior ou menor grau aos dois
grupos de taninos, condensados e hidrolisaveis: 1) complexacdo com ions metalicos (ferro,
manganés, vanadio, cobre, aluminio, calcio, 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 (DUFRESNE; FARNWORTH , 2001).

A presenca de alcaloides nas partes aéreas de J. pectoralis Jacq. ndo foi observada
nos resultados da triagem fitoquimica assim como no estudo de Lima (2017), Oliveira et al.
(2000) e Vargem (2015). Duke (1987) menciona a presenca de alcaloides (triptaminas) em
baixas concentracBes em J. pectoralis, assim como verificado na anélise fitoquimica de
Aradjo, Faria e Safadi (2014) com as folhas da referida espécie medicinal, o que
possivelmente justificaria o potencial alucindgeno da espécie e o seu emprego em “rapés” por
tribos indigenas da America do Sul. Contudo, outros autores (MACRAE; TOWERS, 1984;
MELO; ANDRADE, 1989) afirmam a auséncia de alcaloides, como evidenciado neste estudo,
sendo o uso de chamba, nessas preparaces ritualisticas, apenas como aromatizante devido ao
odor agradavel das cumarinas.

As atividades biologicas apresentadas por alcaloides sdo: amebicida e emético,
anticolinérgicos, anti-hipertensivos, antimalérico, antitumorais, antitussigenos,
hipnoanalgésico, depressor cardiaco, estimulante do Sistema Nervoso Central (SNC),
diurético, tratamento da gota, miorrelaxante, simpatomimeético, antiviral, tratamento do mal de
Alzheimeir entre outros (KLEIN-JUNIOR; HENRIQUES, 2017).

Através da prospeccdo fitoquimica da amostra em questdo de J. pectoralis,
verificou-se ainda a presenca de nucleo esteroide e desoxi-agUcares, entretanto, auséncia de
heterosideos cardioativos e de saponinas em conformidade com os trabalhos de Lima (2017) e
Oliveira et al. (2000). Estudos fitoquimicos realizados por Vargem (2015), com a J.
pectoralis, demonstraram a presenca de tracos de heterosideos cardioativos e também
presenca de saponinas e, trabalhos com variedades de Justicia pectoralis Jacg., coletadas no
Peru e em Cuba, também verificaram a presenca de saponinas em seus extratos
(CHANFRAU; RODRIGUEZ, 2014), assim como na analise fitoquimica de Aratjo, Faria e
Safadi (2014), indicando a necessidade da continuacao dos estudos referentes a presenca deste
metabdlito na espécie.

As saponinas consistem em metabolitos de elevada massa molecular (600 a 2000),
ocorrendo em misturas complexas devido a presenca simultanea de estruturas com variacoes

de acgucares ou devido a presenca de diversas agliconas. Séo de interesse farmacéutico para a
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sintese de esteroides e como componentes essenciais para a acdo de muitas drogas vegetais.
As plantas que contém saponinas sdo utilizadas por sua agdo mucolitica, diurética e
depurativa. Entretanto, ainda ndo estdo comprovados os mecanismos dessas atividades.
Lembrando que, as saponinas favorecem a acdo dos demais principios ativos da planta e em
excesso podem ser irritantes da mucosa intestinal (ATHAYDE et al., 2017).

Outros empregos farmacéuticos das saponinas sao como auxiliares para favorecer
0 aumento da absorcdo de outros medicamentos atraves do aumento da solubilidade ou
interferéncia nos mecanismos de absorcdo e, como promovedor do aumento da resposta
imunolégica. A atividade hemolitica das saponinas, que faz parte do sistema de protecdo do
vegetal contra ataques de predadores (insetos, virus, fungos e bactérias), esta ligada a muitas
das atividades antibacteriana, antifingica e espermicida apresentada por uma variedade de
plantas (ARAUJO; FARIA; SAFADI, 2014).

5. Considerac0es finais:

Estudos fitoquimicos sdo importantes para obtengdo de matéria-prima
farmacéutica e na descoberta de substancias ativas de plantas como prot6tipos de farmacos
para a obtencdo e desenvolvimento de fitoterdpicos. Desta forma, a identificacdo de
compostos provenientes do metabolismo secundéario de plantas medicinais, através de estudos
de prospeccdo fitoquimica, constituem testes de grande importancia na andlise de drogas
vegetais de interesse medicinal e séo pardmetros de controle de qualidade.

Considerando o bioma Cerrado e especialmente suas Acanthaceaes, € de
responsabilidade dos pesquisadores ligados a farmacognosia contribuir com o conhecimento
do potencial terapéutico, bem como de possiveis riscos oriundos da utilizacdo para fins
medicinais, ja que a literatura apresenta escassez de estudos farmacogndsticos direcionados a
esta familia botanica.

Baseando-se nos constituintes quimicos encontrados na amostra das partes aéreas
de J. pectoralis, constatou-se que a mesma segue o padrdo da familia Acanthaceae, uma vez
que, para as seguintes classes de metabolitos secundarios: heterosideos flavonoides, taninos,
esteroides, bem como cumarinas, a presente pesquisa esta em conformidade com os estudos ja
realizados para a espécie, indicando-os como potenciais marcadores quimiotaxonémicos.
Entretanto, os resultados desta pesquisa para heterosideos antraquindnicos e cardioativos,

alcaloides e saponinas, apresentaram divergéncia com a analise fitoquimica realizada por
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outros autores, evidenciando a necessidade na continuidade de estudos que investiguem a
presenca destes metabolitos na espécie.

Assim, sugere-se a realizacdo de procedimentos fitoquimicos mais especificos
para que 0s compostos de interesse sejam elucidados, bem como analises de cunho

farmacoldgico que muito contribuirdo para a validacdo da utilizagdo destes na terapéutica.

Referéncias Bibliogréaficas:

ABIFISA. Associacdo Brasileira das Empresas do Setor de Fitoterdpicos, Suplemento
Alimentar e de Promocédo da Salde. Fitoterapicos: uma tendéncia natural. Disponivel em:
<http://www.abifisa.org.br/noticia_ver.asp?news=50>. Acesso em: 07 set. 2016.

AGYARE, C.; BEMPAH, S. B.; BOAKYE, Y. D.; AYANDE, P. G.; ADARKWA-
YIADOM, M.; MENSAH, K. B. Evaluation of Antimicrobial and Wound Healing Potential
of Justicia flava and Lannea welwitschii. Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine, 10 p., 2013. Article ID 632927. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1155/2013/632927. Acesso em: 21 dez. 2016.

ANDRIAMIHAJA, B.; MARTIN, M. T.; RASOANAIVO, P.; FRAPPIER, F. J. A New
Diterpene from Hypoestes serpens. J. Nat. Prod. v. 64, n. 2, p. 217-218, 2001.

ARAUJO, L. L. N.; FARIA, M. J. M.; SAFADI, G. M. V. V. Prospeccdo fitoquimica da
espécie Justicia pectoralis Jacq. var. Stenophylla Leonard pertencente a familia Acanthaceae.
Revista Eletronica de Ciéncias Humanas, Saude e Tecnologia, v. 6, n. 2, p. 1-11, 2014.

ATASANOV, A. G.; WALTENBERGER, B.; PFERSCHY-WENZIG, E-M; LINDER, T,
WAWROSCH, C.; UHRIN, P.; TEMML, V.; WANG, L.; SCHWAIGER, S.; HEISS, E. H,;
ROLLINGER, J. M.; SCHUSTER, D.; BREUSS, J. M.; BOCHKOQV, V.; MIHOVILOVIC,
M. D.; KOPP, B.; BAUER, R.; DIRSCH, V. M.; STUPPNER, H. Discovery and resupply of
pharmacologically active plant-derived natural products: a review, Biotechnology Advances
(2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.biotechadv.2015.08.001.

ATHAIDE, M. L.; TAKETA; A. T. C.; GOSMANN, G.; SCHENKEL, E. P. Saponinas. In:
SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; MELLO J. C. P.; MENTZ, L. A.; PETROVICK, P.
R. (Org). Farmacognosia: do produto natural ao medicamento. Porto Alegre: Artmed,
2017. p. 285-304.

BADKE, M. R.; SOMAVILLA, C. A.; HEISLER, E. V.; ANDRADE, A. de; BUDO, M. L.
D.; GARLET, T. M. B. Saber popular: uso de plantas medicinais como forma terapéutica no
cuidado a satde. Rev Enferm UFSM, v. 6, n. 2, p. 225-234, 2016.


http://dx.doi.org/10.1155/2013/632927

78

BARROS, R. F. M.; ANDRADE, L. H. C.; SILVA, N. H. Concentracdo de cumarinas em
folhas de Justicia pectoralis var. stenophylla Leonard com diferentes coloragdes. Phyton, v.
60, n.1/2, p. 141-145, 1997.

BERTIN, R.; CHEN, Z.; MARTINEZ-VAZQUEZ, M.; GARCIA-ARGAEZ, A.; FROLDI,
G. Vasodilation and radical-scavenging activity of imperatorin and selected coumarinic and
flavonoid compounds from genus Casimiroa. Phytomedicine, v. 21, n. 5, p. 586-594, 2014.

BESSA, N. G. F. de; BORGES, J. C. M.; BESERRA, F. P.; CARVALHO, R. H. A,
PEREIRA, M. A. B.; FAGUNDES, R.; CAMPOS, S. L.; RIBEIRO, L. U.; QUIRINO, M. S;
CHAGAS JUNIOR, A. F.; ALVES, A. Prospeccdo fitoquimica preliminar de plantas nativas
do cerrado de uso popular medicinal pela comunidade rural do assentamento vale verde —
Tocantins. Rev. Bras. Pl. Med., Campinas, v.15, n. 4, supl. I, p. 692-707, 2013.

BRASIL. A fitoterapia no SUS e o programa de pesquisas de plantas medicinais da
Central de Medicamentos. Série B: textos basicos de salde. Brasilia: Ministério da Saude,
2006.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Farmacopeia Brasileira, 5.ed., v.1, p.
192. Brasilia, DF: ANVISA, 2010.

BRUM, T. F.; ZADRA, M.; FROEDER, A. L. F.; BOLIGON; A. A.; FROHLICH, J. K,
ATHAYDE, M. L. Anélise fitoquimica preliminar das folhas de Vitex megapotamica
(Sprengel) Moldenke. Saude (Santa Maria). Ahead of print, v. 37, n. 2, p. 57-62, 2011.

CABRAL, A. G. S., TENORIO-SOUZA, F. H., MOURA, M. D., MOTA, S. G. R., LINS, A.
C. S.,, DIAS, C. S., BARBOSA-FILHO J. M. B, GIULIETTI, A. M., SILVA, T. M. S;;
SANTOS, C. F. Phaephytins from Thyrsacanthus ramosissimus Moric. with inhibitory
activity in human DNA topoisomerase II a. Quimica Nova, v. 35, p. 2222-2225, 2012.

CAMPOS, M. G.; CUNHA, A. P. Farmacognosia e Fitoquimica. Lisboa: Fundacdo
Calouste Gulbenkian, 2005.

CHANFRAU. R. J. E.. RODRIGUEZ C. Harvest time influences on coumarin and
umbelliferone contents in extracts of Justicia pectoralis Jacq. (Tilo). Revista Cubana de
Farmacia. v. 48, n. 2, p. 477-485; 2014.

CORDELL, G. A. Biodiversidade and drug discovery — a simbiotic relationship.
Phytochemistry, v. 55, p. 463-480, 2000.

CORREA, G. M. Estudo fitoquimico de Justicia acuminatissima (Acanthaceae):
caracterizacdo quimica, avaliacdo bioldgica, contaminacdo fungica e deteccdo de
produtos radioliticos. 2013. 160 f. Tese (Doutorado em Ciéncias-Quimica), Departamento
de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, 2013.

CORTES, A. L. A;; RAPINI, A. Justicieae (Acanthaceae) do Semiarido do Estado da Bahia,
Brasil. Hoehnea, v. 40, n. 2, p. 253-292, 2013.

COSTA, A. F. Farmacognosia. 3.ed. Lisboa: Fundagdo Calouste Gulbenkian, 2001. 3v.



79

DE VRIES, J. X.; TAUCHER, B.; JOSHI, B. S. Constituents of Justicia pectoralis Jacq. gas
chromatography/mass spectometry os simple coumarins, 3-phenilpropione acid and their
hydroxyl and methoxy derivates acid. Biomed Environ Mass Spectom, v. 15, p. 413-417,
1988.

DIXON, R. A.; PAIVA, N. L. Stress-induced phenylpropanoid metabolism. The plant cell, v.
7, p. 1085-1097, 1995.

DUFRESNE, C. J.; FARNWORTH, E. R. A review of latest research findings on health
promotion properties of tea. Journal of Nutritional Biochemistry, v. 12, n. 7, p. 404-421,
2001.

DUKE, J. A. Handbook of medicinal herbs. Florida: CRC, Press, 1987.

FERREIRA, S. Z.; CARNEIRO, H. C.; LARA, H. A.; ALVES. R. B.; RESENDE, J. M.
Synthesis of a new peptide-coumarin conjugate: a potential agent against Cryptococcosis.
ACS Med Chem Lett, v. 6, p. 271-275, 2015.

FONSECA, F. N. Desenvolvimento tecnoldgico de fitoproduto a partir de Justicia
pectoralis — chamba: obtencdo do extrato seco padronizado (CLAE-DAD) e avaliacéo
farmacoldgica. 2009. 131 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas), Faculdade
de Farmécia, Odontologia e Enfermagem, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 20009.

HARBORNE, J. B. The plant and its biochemical adaptation to the environment,
introduction to ecological biochemistry. London Academic Press, p. 1-27, 1984.

KANCHANAPOOM, T.; TAKANOSU, M.; KASAI, R.; YAMAKAKI, K. Chemical
constituents of Beaumontia grandiflora. Natural Medicines, v. 56, n. 19, 2002.

KHAN, K. M.; SAIFY, Z. S.; KHAN, M. Z,; ZIA-ULLAH; CHOUDHARY, M .l.; ATTA-
UR-RAHMAN; PERVEEN, S.; CHOHAN, Z. H. ;SUPURAN, C. T. Synthesis of coumarin
derivatives with cytotoxic, antibacterial and antifungal activity. J Enzyme Inhib Med Chem,
v. 19, n. 4, p. 372-379, 2004.

KLEIN-JUNIOR; L. C.; HENRIQUES, A. T. Alcaloides. In: SIMOES, C. M. O
SCHENKEL, E. P.; MELLO J. C. P.; MENTZ, L. A,; PETROVICK, P. R. (Org).
Farmacognosia: do produto natural ao medicamento. Porto Alegre: Artmed, 2017. p. 305-
316.

KONTOGIORGIS, C. A.; HADJIPAVLOU-LITINA, D. J. Synthesis and anti-inflammatory
activity of coumarin derivatives. J Med Chem, v. 48, n. 20, p. 6400-6408, 2005.

KURT, B. Z.; GAZIOGLU, I.; SONMEZ, F.; KUCUKISLAMOGLU, M. Synthesis,
antioxidant and anticholinesterase activities of novel coumarylthiazole derivatives. Bioorg
Chem, v. 59, p.80-90, 2015.

LEAL, L. K. A. M.; SILVA, A. H.; FONSECA, F. N. Justicia pectoralis Jacg., Acanthaceae:
preparation and characterisation of the plant drug including chromatographic analysis by
HPLC-PDA. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 20, n 6, p. 871-877, 2010.



80

LIMA, A. R. S. Desenvolvimento tecnoldgico de extratos padronizados em cumarinas das
partes aéreas de Justicia pectoralis Jacq. (ACANTHACEAE), 2017. 70 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas), Curso de Pos-graduacdo em Ciéncias Aplicadas a
Produtos para Saude (CAPS), Universidade Estadual de Goias, Unidade de Ciéncias Exatas e
Tecnologicas, Anépolis, GO, 2017.

LINO, C. S.; TAVEIRA, M. L.; VIANA, G. S. B.; MATOS, F. J. A. Analgesic and
antiinflamatory activities of Justicia pectoralis Jacq and its main constituintes: coumarin and
umbelliferone. Phytotherapy Res., v. 11, p. 211-215, 1997.

MACRAE, W. D.; TOWERS, G. H. N. Justicia pectoralis: a study of the basis for its use as
hallucinogenic snuff ingredient. Journal of Ethnopharmacology, v. 12, n. 1, p. 93-111,
1984.

MANN, J. Secondary metabolism. 2.ed. New York: Oxford University, 1987. 374 p.

MARTIN-VIANA, N. P.; CHANFRAU, J. R.; HERNANDEZ, O. D. L.; SANABIA, M. L.
G.; APAN, J. M. G.; MORENO, V. M. F.; MENDOZAI, A. N. Technological development of
a sedative medicine of natural origin from Justicia pectoralis Jacq. Revista Cubana de
Plantas Medicinales, v.16, p. 227-235; 2011.

MATOQOS, F. J. A. Introducdo a fitoquimica experimental. Fortaleza: Editora da UFC, 1988.
MATQOS, J. M. D.; MATOS, M. E. Farmacognosia. Fortaleza: Editora da UFC, 1989.

MELO, R. F.; ANDRADE, L. H. C. Contribuicdo ao estudo farmacogndstico do chamba —
Justicia pectoralis Jacg. (Acanthaceae). Biologica Brasilica, v. 1, n. 2, p. 195-207, 1989.

MELLO, J. C. P.; SANTOS, S. da C. Taninos. In: SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P;
MELLO J. C. P.; MENTZ, L. A.; PETROVICK, P. R. (Org). Farmacognosia: do produto
natural ao medicamento. Porto Alegre: Artmed, 2017. p. 235-248.

MILLS, J.; PASCOE, K. O.; CHAMBERS, J. Preliminary investibations of the wound-
healing properties of a Jamaica folk medicinal plant (Justicia pectoralis). West Indian
Medical Journal. Kingston, v. 35, p. 190-193, 1986.

MISRA, S.; SINGH, L. K.; PRIYANKA; GUPTA, J.; MISRA-BHATTACHARYA, S,
KATIYAR, D. Synthesis and biological evaluation of 4-oxycoumarin derivatives as a new
class of antifilarial agents. Eur J Med Chem, v. 94, p. 211-217, 2015.

MOURA, C. T. M. Envolvimento de vias capacitativas de calcio nos efeitos inibitorios do
extrato padronizado de Justicia pectoralis na hiperreatividade traqueal induzida por
desafio antigénico. 2016. 169 f. Tese (Doutorado em Farmacologia), Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, Programa de Pos-graduacdo em Farmacologia, Faculdade de
Medicina, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2016.

MURRAY, R. D. H.; MENDEZ, J.: BROWN, S. A. The natural coumarins: occurrence,
chemistry and biochemistry. Chinchester: John Wiley & Sons, 1982.



81

NEYTS, J.; CLEUCQ, E.; SINGHA, R.; CHANG. Y. H.; DAS, A. R.; CHAKRABORTY, S.
K.; HONG, S. C.; TSAY, S. C.; HSU, M .H.; HWU, J. R. Structure-activiy relationship of
new anti-hepatitis C virus agents: heterobicycle-coumarin conjugates. J Med Chem, v. 52, p.
1486-1490, 20009.

OLIVEIRA, A. F. M.; XAVIER; H. S.; SILVA; H. N.; ANDRADE, L. H. C. Screening
cromatografico de Acanthaceae medicinais: Justicia pectoralis e J. gendarussa Burm. Rev.
Bras. Pl. Med., v. 3, n. 1, p. 37-41, 2000.

OLIVEIRA, C.; FERREIRA, J. A. F.; TOMA, M. A. Anélise fitoquimica preliminar do
extrato etandlico obtido a partir do rizoma da Typha domingensis Pers. Revista Ceciliana
Dez.v. 2,n. 2, p. 17-19, 2010.

PIETTA, P. G.; MAURI, P. L.; MANERA, E.; CEVA, P. L.; RAVA, A. An improved HPLC
determination of flavonoids in medicinal plant extracts. Chromatography, v. 27, p. 509-512,
1989.

REGINATTO, F. H. Introducéo & anélise fitoquimica. In: SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL,
E. P.; MELLO J. C. P.; MENTZ, L. A,; PETROVICK, P. R. (Org). Farmacognosia: do
produto natural ao medicamento. Porto Alegre: Artmed, 2017. p. 69-82.

SASHIDHARA, K. V.; KUMAR, A.; KUMAR, M.; SARKAR, J.; SINHA, S. Synthesis and
in vitro evaluation of novel coumarin-chalcone hybrids as potential anticancer agentes.
Bioorg Med Chem Lett, v. 20, n. 24, p. 7205-7211, 2010a.

SASHIDHARA, K. V.; KUMAR, A.; KUMAR, M.; SRIVASTAVA, A.; PURI, A.. Synthesis
and antihyperlipidemic activity of novel coumarinbisindole derivatives. Bioorg Med Chem
Lett, v. 20, p. 6504-6507, 2010b.

SCANNELL, J. W.; BLANCKLEY, A.; BOLDON, H.; WARRINGTON, B. Diagnosing the
decline in pharmaceutical R&D efficiency. Nat. Rev. Drug Discov, v. 11, p. 191-200, 2012.

SILVA, N. L. A;; MIRANDA, F. A. A; CONCEIQAO, G. M. Triagem fitoquimica de
plantas de Cerrado, da area de protecdo ambiental municipal de Inhamum, Caxias, Maranhdo.
Scientia Plena, v. 6, n. 2, p. 1-17, 2010.

SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; MELLO J. C. P.; MENTZ, L. A.; PETROVICK, P.
R. (Org). Farmacognosia: do produto natural ao medicamento. Porto Alegre: Artmed,
2017.

VARGEM, D. S. Morfoanatomia, prospeccdo fitoquimica e caracterizacdo do 6leo
essencial das folhas de Justicia pectoralis Jacq. (ACANTHACEAE) ocorrente em
Brasilia, DF, 2015. 96 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais), Curso de Pos-
graduacdo em Sociedade, Tecnologia e Meio Ambiente da Faculdade UniEVANGELICA,
Anapolis, GO, 2015.

VENANCIO, E. T. Estudo dos efeitos comportamentais e neuroquimicos do extrato
padronizado de Justicia pectoralis (chamba) em camundongos. 2009. 132 f. Dissertacéo
(Mestrado em Farmacologia), Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Cear3,
Fortaleza, 2009.



82

ZUANAZZI, J. A. S.; MONTANHA, J. A.; ZUCOLOTTO, S. M. Flavonoides. In: SIMOES,
C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; MELLO J. C. P.; MENTZ, L. A.; PETROVICK, P. R. (Org).

Farmacognosia: do produto natural ao medicamento. Porto Alegre: Artmed, 2017. p. 209-
234.



pectoralis Jacq. (ACANTHACEAE) — ocorrente no Cerrado Goiano.

RESUMO: Estudos sobre 6leos essenciais sdo importantes para o conhecimento
da biodiversidade odorifera brasileira e contribuem para o bem estar e a saude da
populacdo. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi realizar a analise quali-
quantitativa, por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM), do dleo essencial das partes aéreas de Justicia pectoralis do cerrado
goiano e investigar a variabilidade na composicdo quimica desta espécie
medicinal em relagdo a outros trabalhos descritos na literatura. O rendimento do
6leo para os espécimes investigados variou de 0,03 % a 0,19 %. A (CG/EM)
permitiu detectar 22 componentes comuns, sendo que cinco destes ndo foram
identificados e quatro deles (beta-bourboneno, E-cariofileno, isopulegol e iso-
isopulegol) configuraram entre os majoritarios. A elucidacdo dos compostos
identificados estd em conformidade com outros estudos envolvendo a mesma
espécie e com a composi¢cdo quimica dos 6leos de outras espécies de Justicia.
Entretanto, trabalho de Borges (2012) verificou variagdo nos constituintes do
Oleo essencial de J. pectoralis, inclusive os majoritarios, discordante com o
presente estudo. Estes achados indicam a necessidade da realizacdo de novos
estudos que investiguem a composicdo do 6leo essencial desta planta, sob
condicdes controladas, para verificar, inclusive, a possibilidade da ocorréncia de
quimiotipos na espécie.

Palavras-chave: Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de Massas.
Oleo essencial. Justicia pectoralis Jacq.

ABSTRACT: Studies on essential oils are important for the knowledge of
Brazilian odoriferous biodiversity and contribute to the well being and health of
the population. In this context, the objective of the work was to carry out the
qualitative and quantitative analysis of the essential oil of the aerial parts of
Justicia pectoralis of the cerrado of Goias by means of Gas Chromatography
coupled to Mass Spectrometry (CG / MS) and to investigate the variability in the
chemical composition of this species medicinal products in relation to other
works described in the literature. The oil yield for the investigated specimens
ranged from 0.03% to 0.19%. A (CG / EM) allowed to detect 22 common
components, five of which were not identified and four of them (beta-
bourbonene, E-caryophyllene, isopulegol and iso-isopulegol) were among the
most common. The elucidation of the identified compounds is in agreement with
other studies involving the same species and with the chemical composition of
the oils of other species of Justicia. However, work by Borges (2012) verified
variation in the essential oil constituents of J. pectoralis, including the majority,
discordant with the present study. These findings indicate the need to carry out
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new studies investigating the composition of the essential oil of this plant, under
controlled conditions, to verify, even, the possibility of the occurrence of
chemotypes in the species.

Keywords: Gas chromatography coupled to mass spectrometry. Essential oil.
Justicia pectoralis Jacqg.

1. Introducéo:

Produtos naturais tém sido uma fonte de inspiragdo para a maioria dos
ingredientes ativos utilizados na descoberta de novos farmacos e no desenvolvimento de
medicamentos ao longo da historia. A natureza ainda hoje € um importante reservatorio de
novas substancias com potencial interesse terapéutico (ATASANOV et al., 2015; QUEIROZ
et al.,, 2014). A andlise feita por Newman e Cragg (2016), relaciona o registro de novos
medicamentos junto ao Food and Drug Administration (FDA) entre os anos de 1981 e 2014 e
demonstrou que 65% dos registros neste periodo, foram de produtos naturais ou derivados
deles.

No contexto dos produtos naturais e provenientes do metabolismo secundario das
plantas, os 6leos essenciais constituem um grupo variavel e complexo, com necessidade de se
compreender e conhecer 0s mecanismos que regulam a sua producdo e sua expressao na
natureza. Sao substancias integrantes das engrenagens que constituem os ecossistemas, e
estudos sobre esses Oleos poderdo aprofundar o conhecimento da biodiversidade odorifera
brasileira e contribuir para 0 bem estar e a satde da populacdo (YOKOMIZO; NAKAOKA-
SAKITA, 2014).

A producdo de 6leos essenciais no Brasil é destacada por Bizzo, Hovell e Rezende
et al. (2009), que, ao lado da India, China e Indonésia s&o considerados os quatro grandes
produtores mundiais. No periodo de 2005 a 2008, a exportacdo de 0leos essenciais citricos
pelo Brasil foi de 287.799 toneladas. O Brasil se posiciona como o 3° maior exportador de
6leos essenciais do mundo, com aproximadamente US$ 147 milhdes, perdendo apenas para 0s
EUA e Franga, tendo ultrapassado o Reino Unido em 2007 (SOUZA et al., 2010).

As substancias volateis produzidas pelo metabolismo secundario, 0s
fenilpropanoides e, especialmente, os terpenoides (do tipo mono e sesquiterpenos) séo 0s
principais constituintes dos 6leos essenciais (YOKOMIZO; NAKAOKA-SAKITA, 2014).
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Sao, portanto, misturas complexas, naturais, volateis, caracterizados por intenso e agradavel
aroma, de constituicdo, na sua maioria, lipofilica, e que se apresentam a temperatura ambiente
como liquidos oleosos, o que os diferenciam dos dleos fixos. De uma maneira geral, 0s 6leos
essenciais sdo instaveis, especialmente na presenca de luz, calor, umidade, ar, substancias
oxidantes ou redutoras e metais. Sao, na maioria das vezes, caracterizados por dois ou trés
componentes majoritarios (20 a 70%), podendo conter em sua constituicdo cerca de 20 a 60
componentes em concentraces muito diferentes (SIMOES et al. 2017; BAKKALI et al.,
2008).

De acordo com Russo et al. (2012), a producdo de 6leos essenciais pode ser
influenciada por fatores intrinsecos, como espécie, cultivar, clone, habitat; por diversos
fatores ambientais e ecoldgicos, tais como indice pluviométrico, temperatura, ritmo
circadiano, sazonalidade, tipo de solo, altitude e ciclo vegetativo da planta, origem geogréfica,
condicBes climaticas, solo e biotipo; e isso ocorre por essas substancias representarem uma
interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante. Além disso, fatores tecnoldgicos,
como técnicas de cultivo, tipos de processos de coleta, condi¢bes de armazenamento de
matérias-primas e tecnologias de processamento, como secagem, epoca de colheita e tipo de
adubacdo, também contribuem para variacdo da producdo e na composi¢do quimica dos 6leos
essenciais. Assim, plantas silvestres da mesma espécie, mas de diferentes origens, podem
expressar diferentes compostos na constituicdo quimica de seus 6leos essenciais (BANDONI;
CZEPAK, 2008; GOMES, 2014).

Estes compostos sdo normalmente sintetizados nas folhas em tricomas glandulares
e armazenados em espacos extracelulares, entre a cuticula e a parede celular. Entretanto,
podem estar presentes nas mais diversas partes das plantas, como nas flores, folhas, cascas,
troncos, galhos, raizes, rizomas, frutos ou sementes. Embora apresentem cor e aspecto
semelhante, a composicdo quimica destes 6leos, caracteristicas fisico-quimicas e odores
podem ser diferentes e variar significativamente de acordo com esta localizagdo (BORGES,
2012; HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017).

Aos 6leos volateis tém sido atribuidas diferentes fungdes biologicas/ecoldgicas.
Entre as mais importantes podem ser citadas a prote¢do contra herbivoros, a defesa contra
patogenos, a atracdo de polinizadores, a protecdo contra perda de agua/aumento de
temperatura, a protecdo contra o estresse oxidativo, a sinalizacdo entre Orgdos vegetais
distintos, a comunicacdo entre individuos da mesma espécie e o efeito alelopético
(GLINWOOD; NINKOVIC; PETTERSON, 2011; UNSICKER; KUNERT; GERSHENZON,
2009).
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Gottlieb e Salatino (1987) relacionaram a producdo dos 6leos essenciais as suas
caracteristicas evolutivas nas plantas. Desta forma, demonstraram as tendéncias biossintéticas
destes metabolitos em varias familias boténicas e evidenciaram que estes 6leos vém
apresentando uma importancia crescente nas industrias de alimentos, cosméticos e
medicamentos. A importancia dos dleos essenciais para a industria farmacéutica reside nas
atividades farmacoldgicas ja bem estabelecidas que estes compostos podem apresentar, tais
como: carminativa, antiespamddica, estimulante do apetite, revulsiva, secretolitica,
estimulante ou depressora do Sistema Nervoso Central, anestésica local, anti-inflamatoria e
antimicrobiana. Entretanto, ressalta-se que estas atividades podem ser atribuidas ao 6leo
essencial isolado do vegetal e ndo necessariamente a droga vegetal, rica em Gleos essenciais,
na qual outros compostos podem estar contribuindo para a predominancia de uma
determinada ac&o farmacoldgica (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017; PAULA, 2011).

A familia Acanthaceae possui importancia medicinal devido ao teor de 6leos
essenciais que apresentam. Muitos géneros sdo importantes fontes destes éleos, tais como
Acanthus, Barleria, Blepharis, Brillantaisia, Clinacanthus, Hypoestes e Thunbergia (LEAL et
al., 2000; OLIVEIRA, 1995; OLIVEIRA et al., 2000; OKOLI et al., 2008). A presenca destes
6leos confere importancia medicinal as espécies desta familia, gragas a sua credibilidade junto
a diversas comunidades que 0s usam por suas propriedades terapéuticas ja comprovadas
(CORTES; RAPINI, 2013; VILAR, 2009). Entretanto, 0 género Justicia merece atencio pela
escassez de estudos relacionados a extracdo de seus Oleos essenciais, visto que estes sdo ainda
incipientes para a Regido Centro-Oeste (AQUINO et al., 2012).

Portanto, o objetivo desta etapa do trabalho foi realizar a andlise qualitativa e
quantitativa, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), do éleo
essencial obtido das partes aéreas de Justicia pectoralis de ocorréncia no cerrado goiano, e
investigar a variabilidade na composicdo quimica do 6leo essencial desta espécie medicinal
em relacdo a outros trabalhos que também tenham analisado a composicdo quimica destes

compostos para 0 mesmo género e/ou especie vegetal.

2. Materiais e Métodos:

2.1 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL BOTANICO:
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A droga vegetal utilizada para extragdo dos Oleos essenciais foi obtida e
processada conforme procedimentos descritos nos itens 2.1 e 2.2 do capitulo 2 desta

dissertacéo.

2.2 EXTRAGCAO DO OLEO ESSENCIAL:

O processo de extracdo do 6leo essencial foi realizado no Laboratdrio de Estudos
botanicos, quimicos e bioldgicos de Plantas Medicinais da Universidade Estadual de Goias,
campus Anépolis-Go. Foram pesados 40 g do material botanico submetido a extracdo por
hidrodestilacdo pelo método de Clevenger, modificado por Wasick (1963). A droga vegetal
foi transferida para um baldo volumétrico de 500 mL de fundo chato, adicionou-se ao baldo
aproximadamente 300 mL de agua destilada que foi acoplado ao aparelho de Clevenger
modificado (figura 1-A), utilizando manta aquecedora como fonte de calor. O sistema foi
coberto com papel aluminio, para ficar ao abrigo da luz, e monitorado a cada 30 minutos até
um total de 3 horas. O volume do 6leo essencial foi medido no tubo graduado do préprio
aparelho (figura 1-B) e o rendimento, em porcentagem, foi calculado em relacdo a quantidade
inicial de material botanico empregado na extracdo. O 6leo essencial assim obtido foi
dessecado com Na,SO, anidro, submetido a atmosfera de nitrogénio e acondicionado em
frasco de vidro @mbar, livre de impurezas e hermeticamente fechado. O material obtido foi

armazenado sob refrigeracéo (a — 20° C) até a sua utilizacéo.

Figura 1 — Aparelho tipo Clevenger modificado para extracdo de éleos essenciais. A - aspecto
geral do aparelho durante o processo de extracdo; B - detalhe do tubo graduado onde o éleo extraido é reunido e
medido.

Fonte: Paula (2011).
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2.3 TEOR DO OLEO ESSENCIAL:

O rendimento do 6leo obtido das amostras coletadas foi calculado por regra de
trés simples levando em consideracdo que 40 g da amostra pulverizada, submetida a
hidrodestilagdo, equivale a 100%. Portanto, a porcentagem do teor do dleo foi obtida em
relagdo a quantidade de 6leo extraida:

40 g amostra pulverizada --------------------------- 100 %
* Quantidade de 0Oleo extraida --------------====-=----- Teor do 6leo (%)

* Quantidade de 6leo extraida = Peso do frasco ambar com 6leo — peso do frasco
ambar vazio.

2.4 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL:

A anélise da composicéo quimica do 6leo essencial foi realizada no laboratério de
Quimica Instrumental da Universidade Estadual de Goias (campus Anépolis-Go). O 6leo
essencial extraido foi submetido a analise por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM). O equipamento utilizado foi o cromatdgrafo gasoso
SHIMADZU, Kyoto, Japdo - acoplado a um espectrdmetro de massa modelo GCMS-
QP5050A equipado com detector FID e uma coluna capilar de silica fundida CBP-5 (30m x
0,25mm x 0,25um; filme de 5% de fenilmetilpolisiloxano). A programacéo utilizada para
injecdo e corrida das amostras foi a seguinte: vazdo de 1ml.min' de hélio, como gés de
arraste, e aquecimento com temperatura programada (60°C com uma isoterma de 2 min;
seguido de um gradiente de 3°C.min™" até 240° C, e em seguida, com um gradiente de 10°
C.min™* até 280°C, mantendo-se uma isoterma de 10 min, com um tempo total de corrida de
70 min). A energia de ionizacdo do detector foi medida em 70 eV, sendo o volume de injecéo
da amostra de 0,5ul diluidas em CH,Cl, (~10%). A andlise foi conduzida no modo varredura,
com um intervalo de massas de 40-400 m/z e uma razéo de split de 1:5. A analise quantitativa
foi obtida pela integracdo do Cromatograma de fons Totais (TIC).

A identificacdo dos constituintes do 6leo essencial foi realizada por comparacéo
(automatica e manual) dos espectros de massas com o0s das bibliotecas National Institute of
Standards and Technology - NIST/EPA/NIH (1998), alem da comparacdo dos espectros de
massas de amostras e indices de Retencdo (IR) calculados com os da literatura (ADAMS,

2007). Os Indices de Retencdo foram calculados através da co-injecdo com uma mistura de
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hidrocarbonetos, C8 — C32 (Sigma, USA), e com aplicagéo da equacdo de Van den Dool e
Kratz (1963):

IR = 100N [(tx —tn-1) / (tn — tn-1)] + 100 . Cn-1

Onde:

N=Cn-Cn-1

Cn = numero de carbonos do n-alcano que elui apos a substancia analisada
Cn-1 = nmero de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia analisada
tx = tempo de retencédo da substéancia analisada

tn = tempo de retencdo do n-alcano que elui apds a substancia analisada

tn-1 = tempo de retencdo do n-alcano que elui antes da substancia analisada.

3. Resultados:

Quanto as caracteristicas organolépticas do 6leo obtido das partes aéreas de
Justicia pectoralis, 0 mesmo apresentou-se transltcido, ligeiramente amarelado e com média
viscosidade.

Os rendimentos dos 6leos essenciais, em porcentagem (V/p), calculados a partir
das amostras coletadas na area de cultivo e empregadas na extragcdo, encontram-se expressos

na Tabela 1.

Tabela 1: Teor de 6leo essencial, em porcentagem (V/p), das amostras de Justicia pectoralis Jacq., cultivadas no
Horto Medicinal do centro universitario de Anapolis-Go, UniEvangélica.

Componentes Teor de 6leo essencial % (V/p)
Amostra | 0,05
Amostra Il 0,03
Amostra Il 0,09
Amostra IV 0,19
Amostra V 0,05

Os resultados das analises por CG/EM dos o6leos essenciais extraidos dos

espéecimes de Justicia pectoralis Jacq. encontram-se descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Componentes do dleo essencial das partes aéreas de Justicia pectoralis Jacg., cultivadas no Horto
Medicinal do centro universitario de Anapolis-Go, UniEvangélica.

Componentes IR? IR/ (LIT.)"
Sabineno 974 975
1-octen-3-ol 977 979
Beta-pineno 978 979
0-cimeno 1024 1022
Beta-felandreno 1029 1029

N&o identificado
N&o identificado
N&o identificado
1,3,8-p-mentatrieno 1121 1110
Isopulegol 1145 1145
Né&o-identificado

Nao-identificado

Iso-isopulegol 1157 1155
Formato de nerila 1270 1280
Alfa-copaeno 1378 1376
Beta-bourboneno 1387 1387
Beta-elemeno 1392 1390
Geosmina 1404 1399
Dodecanal 1407 1408
Alfa-cedreno 1410 1410
(E)-cariofileno 1420 1419
Alfa-trans-bergamoteno 1439 1432

Legenda: “Indice de retencéo obtido nas analises; “Indice de retencéo obtido na literatura: Adams
(2007).
Nota: Em negrito, componentes com maior teor de 6leo na espécie J. pectoralis Jacq.

Os componentes principais, com 0S respectivos teores: minimos e maximos,

expressos em porcentagem, encontram-se listados nas Tabelas 3 e 4.



91

Tabela 3: Teor, expresso em porcentagem, dos componentes principais do 6leo essencial das partes
aéreas dos espécimes (I-V) de Justicia pectoralis Jacq., coletados na area de cultivo do Horto
Medicinal do centro universitario de Anapolis-Go, UniEvangélica.

Componente quimico 6leo essencial Teor (%)
I 1 i [\ V
Isopulegol 1,29 93 1,23 0 1,7
Iso-isopulegol 0,71 0 3,96 0 3,3
Beta-bourboneno 193 36 186 27 6,2
(E)-cariofileno 8,09 6 547 6,9 5,20

Legenda: | — V: Espécimes de J. pectoralis.

Tabela 4: Teores minimos e maximos, expressos em porcentagem, dos componentes principais do 6leo essencial
das partes aéreas dos espécimes de Justicia pectoralis Jacq., coletados na area de cultivo do Horto Medicinal do
centro universitario de Anapolis-Go, UniEvangélica.

Componentes IR° IR/ (UT.) Teor (%) Teor (%)
principais minimo maximo
Isopulegol 1145 1145 0.00 9.3

Iso-isopulegol 1157 1155 0.00 3.96

Beta- 1387 1387 1.93 18.6
bourboneno
(E)-cariofileno 1420 1419 5.20 8.09
Legenda: ®Indice de retencdo obtido nas analises; "Indice de retencdo obtido na literatura: Adams
(2007).
4. Discusséao:

Os estudos de rendimento e composicdo de éleos essenciais sdo escassos para o
género Justicia. Um desses estudos, conduzido por Joseph, Gleye e Moulis (1988), sobre a
constituicdo quimica dos dleos essenciais de J. pectoralis, o rendimento encontrado para a
espécie, coletada na Guiana Francesa, variou entre 0,3 e 0,4%. Neste sentido, os rendimentos
encontrados referentes aos teores de 6leo essencial (0,03% - 0,19%) para 0s espécimes de J.
pectoralis analisados neste estudo foram inferiores ao da literatura consultada.

Castro (2002), em estudo sobre a influéncia de preparados homeopaticos sobre
especies medicinais, encontrou rendimento de 2,9% para o Oleo essencial de J. pectoralis.
Portanto, os espécimes avaliados neste trabalho apresentaram também rendimento de 6leo
essencial abaixo do relatado na literatura citada. Este fato pode ser atribuido a fatores, tais
como: época do ano em que foi feita a coleta, estddio de desenvolvimento do vegetal,
localidade geografica (altitude), dentre outros fatores ambientais (OLIVEIRA; AKISUE;
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AKISUE, 1998). Paula (2011) ressalta que o ciclo vegetativo da planta e fatores extrinsecos,
como tipo de cultivo e o ambiente de desenvolvimento do vegetal, sdo preponderantes para o
teor de 6leo essencial na planta.

Neste sentido, o trabalho de Bezerra et al. (2006) corrobora essa importante
influéncia dos fatores ambientais sobre o rendimento dos 6leos. Os autores verificaram que
incrementos nas doses das adubac¢des minerais e orgénicas (com esterco bovino) diminuem o
rendimento do 6leo essencial de Justicia pectoralis. O presente estudo também reforca este
achado uma vez que, conforme descrito no item 2.1 do capitulo 1 desta dissertacdo, 0s
espécimes investigados receberam adubagdo orgénica o que, em parte, pode ter influenciado
na obtencdo de rendimento do OGleo, neste trabalho, inferior em comparacdo com o0s
rendimentos do 6leo para a planta encontrados na literatura.

A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) permitiu
detectar 22 componentes comuns nos 6leos essenciais das amostras de J. pectoralis, em
estagio vegetativo, sendo que cinco destes componentes ndo foram identificados (Tabela 2).
Dentre os componentes identificados, 47,06% sdo monoterpenos, 35,30% sao sesquiterpenos
e 17,64% correspondem a outros compostos organicos, tais como alcoois alifaticos,
hidrocarbonetos ciclicos e aldeido laurico.

Os terpenos constituem uma grande variedade de substancias vegetais, cuja
estrutura deriva do 2-metilbutadieno, também denominado isopreno. Essa molécula, apds a
ligacdo com radicais fosfato, origina as duas unidades de C5 basicas, o difosfato de
isopentenila (IPP) e o difosfato de dimetilalila (DMAPP), a partir das quais os terpenoides sdo
biossintetizados. Esses dois precursores ativados irdo sofrer condensagdo, originando
inicialmente hidrocarbonetos aciclicos, que podem dobrar-se de diferentes maneiras sobre a
superficie das enzimas, de forma a preencher os pré-requisitos espaciais para sua ciclizacdo
(figura 2). Dessa forma, originam-se as diferentes classes de terpenoides, que costumam
apresentar um ndmero de carbonos multiplo de 5 (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES,
2017).

Ainda de acordo com Heinzmann, Spitzer e Simdes (2017), monoterpenoides
(10C) e sesquiterpenoides (15C) constituem a maioria dos componentes dos 6leos volateis
obtidos por processos de destilacdo, enquanto diterpenoides (20C), principalmente quando
oxigenados, aparecem apenas em Oleos obtidos por extracdo com solventes e por fluido
supercritico. Nos vegetais, existem duas rotas biossintéticas distintas que levam a biossintese
dos terpenoides: uma ocorre no citoplasma (rota do &cido mevaldnico), e a outra, nos

plastideos (rota do 2-C-metileritritol-4-fosfato, abreviado como MEP) (figura 3). Nos
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plastideos, sdo sintetizados mono e diterpenoides, ao passo que 0s sesquiterpenoides

originam-se no citoplasma. No entanto, a separacdo compartimental dessas duas rotas ndo é
absoluta, podendo haver trocas de precursores entre ambas.
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GPP: difosfato de geranila

FPP: difosfato de farnesila

Figura 2 — Principais hidrocarbonetos lineares que originam os terpenos encontrados nos 6leos
volateis.

Fonte: adaptada de Heinzmann, Spitzer e Simdes (2017).
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Figura 3 — Representacgdo esquematica da formagao de terpenos.
Fonte: adaptada de Heinzmann, Spitzer e Simdes (2017).



94

Os componentes majoritarios (Tabelas 3 e 4) das amostras elucidados pela
(CG/EM) foram os monoterpenos isopulegol e iso-isopulegol (figura 4) e os sesquiterpenos

beta-bourboneno e (E)-cariofileno (figura 4).

OH OH

N
Beta-Bourboneno E-cariofileno Isopulegol Isoisopulegol

Figura 4 - Estruturas quimicas do beta-bourboneno, (E) — cariofileno, isopulegol e iso-isopulegol,
compostos majoritarios do 6leo essencial das partes aéreas de Justicia pectoralis cultivada no Horto Medicinal
do Centro Universitario de Anapolis-Go, UniEvangélica.

A andlise da composi¢do quimica do 6leo essencial, conduzida por Vargem
(2015), extraido das folhas da mesma espécie, mas de ocorréncia no Distrito Federal, também
elucidou estes mesmos quatro compostos majoritarios (beta-bourboneno, (E)-cariofileno
isopulegol, iso-isopulegol) em adi¢do a mais cinco: 2-metilbutanoato de geranila, epoxido Il
de humuleno, alfa-cadinol, selin-11-en-4-alfa-ol, eudesma-4(15),7-dien-1-beta-ol. Entretanto,
pesquisa de Borges (2012) com amostras de J. pectoralis, ocorrentes no nordeste brasileiro,
verificou apenas 2 constituintes principais no 6leo essencial da referida espécie que ndo
coincidiram com estes resultados. Foram eles: terpinoleno (86,6%) e o a-terpineno (13,7%).

Por outro lado, trabalhos realizados com o objetivo de elucidar a composi¢édo
quimica do 0leo essencial extraido de outras espécies de Justicia: J. chrysotrichoma (SOUSA
et al., 2012), J. lanystakii, (MIRANDA et al., 2012) e J. nodicaulis (PINNA et al., 2012),
apresentaram resultados coincidentes com o presente estudo uma vez que, nas trés espécies,
coletadas no parque estadual Serra dos Pirineus, Pirendpolis-Goias, 0s componentes mais
representativos identificados nas folhas foram: isopulegol, beta-bourboneno e (E)-cariofileno.

Essa diferenca na composicdo quimica constatada por diferentes autores pode
estar relacionada a fatores ambientais, genéticos e fenoldgicos, evidenciando a necessidade na
continuidade de estudos que investiguem os compostos do 6leo essencial na espécie de
interesse, apesar de Heinzmann, Spitzer e Simdes (2017) afirmarem que & comum a
ocorréncia de variabilidade quimica nos constituintes dos éleos volateis de espécies vegetais
aromaticas. Diversos fatores podem influenciar na biossintese de compostos volateis e

fundamentar a existéncia, no mesmo taxon, de 0leos essenciais com composicdes distintas.
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Duarte et al. (2009), Santos et al. (2009) e Paula (2011) corroboram com esta
premissa ao afirmar que o tipo de cultivo e o ambiente de ocorréncia e desenvolvimento do
vegetal, no que diz respeito ao nivel de incidéncia solar, a temperatura, a umidade do ar, 0
tipo de solo e a disponibilidade de agua assimilavel pelas plantas, sdo exemplos importantes
de fatores edafocliméticos que contribuem para a producdo de dleos essenciais quimicamente
diferentes em uma mesma espécie. No que se refere a fisiologia do vegetal, 6leos essenciais
de composicdo distinta podem ser verificados nas diferentes fases ontogénicas das plantas e
em diferentes 6rgdos da mesma planta (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017).

Diante de tais informacdes, sugere-se que, para se entender melhor as variagoes
observadas e obtencdo de resultados mais fidedignos no que concerne a composi¢do quimica
dos Oleos essenciais de Justicia pectoralis, todos os vegetais a serem investigados sejam
cultivados, a partir dos espécimes nativos, e analisados em condi¢des iguais e controladas, o
que poderia também contribuir para verificar a ocorréncia de quimiotipos (vegetais
botanicamente idénticos, mas que se diferem em termos quimicos) na espécie, independentes
da localidade geografica. Neste contexto, Paula (2011) ressalta que uma das hipdteses para o
polimorfismo quimico € que, embora pertencendo a mesma espécie, populacfes naturais de
plantas que ocorrem ao longo de um gradiente ambiental podem variar quanto a constituicéo
genética e atividade fisiologica e, desta forma, podem responder de modo diferente as
condig¢Bes ambientais vigentes.

Dentre os compostos majoritarios identificados para J. pectoralis neste estudo, o
monoterpeno isopulegol foi observado por Menezes (1994) em algumas familias da ordem
Lamiales, dentre elas Lamiaceae e Acanthaceae e tém alto poder antisséptico. Além da
importancia medicinal, esses compostos e muitos de seus derivados, como o diasteroisdmero
iso-isopulegol, devido ao agradavel odor floral, sdo utilizados na perfumaria e em produtos
cosméticos, como locgdes, sabonetes, desodorantes e como aromatizantes em alimentos, tais
como bebidas néo-alcodlicas, sorvetes e doces (JIROVETZ et al., 2007).

O composto (E)-cariofileno, presente de maneira representativa nas amostras de J.
pectoralis, sdo compostos sesquiterpenos hidrocarbonetos biciclicos amplamente empregados
na perfumaria cosmética e em sabonetes (CRAVEIRO; MACHADO, 1986; COSTA, 1994,
HEIZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017). Tzakou e Skaltsa (2003) demonstraram atividade
anti-inflamatoria e citoprotetora dos compostos E — cariofileno e a — humuleno, além de terem
verificado que, 6leos essenciais que possuem o cariofileno como composto majoritario,

exibem moderada atividade contra bactérias gram-positivas e uma alta atividade contra
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Helicobater pylori. Flach et al. (2002) demonstraram, ainda, moderada atividade antifngica
do E-cariofileno contra dermatofitos.

Outro sesquiterpeno, verificado como composto majoritario no 6éleo essencial de
J. pectoralis, foi 0 beta-bourboneno. Alguns trabalhos que avaliaram a composi¢do quimica
do 6leo essencial de determinadas espécies vegetais também elucidaram este composto como
um dos componentes majoritarios, bem como verificaram importantes atividades bioldgicas
destes 6leos. Dentre estes trabalhos, convém citar o de Liu et al. (2009) com o 6leo essencial
de Phyllanthus emblica, e os estudos de Ugur et al. (2007) com o 6leo de Centaurea
ensiformis, endémica da Turquia, e Bougatsos et al. (2004) com o 6leo de Helichrysum
fulgidum da Tanzénia. Nas pesquisas destes autores, o Gleo essencial das trés espécies
investigadas demonstraram amplo espectro de atividade antibacteriana. Além disso, os 6leos
de Phyllanthus emblica e Helichrysum fulgidum apresentaram moderada atividade antiflngica
e, 0 0leo de Centaurea ensiformis, significativa atividade antioxidante. Diante de tais achados,
pode-se concluir que o beta-bourboneno, como composto majoritario presente no 6leo
essencial das 3 espécies analisadas, pode ter sido parcialmente responsavel pelas atividades

antimicrobiana e antioxidante verificadas nestes estudos.

5. Considerac0es finais:

Estudos sobre a composicdo dos Oleos essenciais pode ser importante como
subsidio para a quimiotaxonomia, especialmente para 0 género Justicia, que apresenta
espécies diferentes que se assemelham morfologicamente, tornando dificil a distin¢do baseada
apenas em caracteres morfoldgicos.

A elucidacdo dos compostos constituintes do 6leo essencial obtido das partes
aéreas de Justicia pectoralis esta em conformidade com outros estudos envolvendo a mesma
espécie e com a composicao quimica dos 0leos de outras especies de Justicia: em especial J.
chrysotrichoma, J. lanystakii e J. nodicaulis. Entretanto, trabalho de Borges (2012) verificou
variacdo nos constituintes do Oleo essencial de J. pectoralis, inclusive os majoritarios,
discordante com o presente estudo. Estes achados indicam a necessidade da realizacdo de
novos estudos que investiguem a composicdo do Oleo essencial desta planta, sob condigdes
controladas, para verificar, inclusive, a possibilidade da ocorréncia de quimiotipos na espécie.

O presente trabalho é incipiente quanto ao possivel potencial econdmico e

terapéutico dos compostos constituintes do 6leo essencial das partes aéreas de J. pectoralis
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encontrada no Cerrado de Goias. A espécie investigada apresenta relevancia para fins
medicinais os quais sdo popularmente utilizados e, devido a este potencial fitoterapico, requer
estudos mais aprofundados que envolvam experimentos de isolamento, purificacdo e
determinacdo estrutural dos constituintes detectados. Aléem disso, faz-se necessario a
realizacdo de ensaios bioldgicos para avaliar se 0os componentes identificados apresentam
atividades farmacologicas, genotoxica e citotdxica a fim de subsidiar embasamento cientifico

visando o uso seguro dos 6leos essenciais desta especie.
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Capitulo 4 — Avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial extraido das
partes aéreas de Justicia pectoralis Jacqg. (ACANTHACEAE) - ocorrente no Cerrado

Goiano.

RESUMO: Embora tenham sido verificados grandes avancos na descoberta de
antimicrobianos de origem vegetal, pesquisas que envolvam a investigacdo de
propriedades farmacéuticas de produtos regionais ainda sdo muito escassas, em
especial, no que concerne ao potencial antibacteriano de Justicia pectoralis.
Assim, considerando o uso etnofarmacol6gico desta espécie vegetal para o
tratamento de doencas do trato respiratdrio, tendo em vista que juntamente com
0s virus, as bactérias constituem o agente etiolégico de muitas patologias
respiratorias, € que se procurou investigar a atividade antibacteriana do 6leo
essencial extraido das partes aéreas desta espécie medicinal por meio de testes de
microdiluicdo em caldo realizados conforme recomendacbes do Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI), com modificagcbes, frente a
microrganismos gram-positivos e gram-negativos de quatro cepas padrbes
American Type Culture Collection (ATCC). Os resultados deste estudo
demonstraram que o Oleo essencial obtido da J. pectoralis apresenta potencial
acao antibacteriana, uma vez que, apesar de uma cepa de Escherichia coli ter
demonstrado resisténcia, o 6leo apresentou fraca acdo antibacteriana sobre
Pseudomonas aeroginosa e moderada atividade antibacteriana sobre as cepas de
Staphylococcus aureus e S. epidermidis. Apesar de incipiente, este trabalho pode
abrir perspectivas no sentido de desenvolver um fitoterapico eficaz para o
tratamento de doencas infecciosas.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana. Oleo essencial. Justicia pectoralis
Jacq.

ABSTRACT: Although great advances have been made in the discovery of
antimicrobials of plant origin, research involving the investigation of
pharmaceutical properties of regional products is still very scarce, especially
regarding the antibacterial potential of Justicia pectoralis. Thus, considering the
ethnopharmacological use of this plant species for the treatment of diseases of
the respiratory tract, considering that together with the viruses, bacteria
constitute the etiological agent of many respiratory pathologies, it was sought to
investigate the antibacterial activity of extracted essential oil of aerial parts of
this medicinal species by means of microdilution tests in broth carried out
according to the recommendations of the Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI), with modifications, against gram-positive and gram-negative
microorganisms of four standard strains American Type Culture Collection
(ATCC ). The results of this study demonstrated that the essential oil obtained
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from J. pectoralis presents a potential antibacterial action, since, although a
strain of Escherichia coli showed resistance, the oil had a weak antibacterial
action on Pseudomonas aeroginosa and moderate antibacterial activity on the
strains of Staphylococcus aureus and S. epidermidis. Although incipient, this
work may open perspectives towards developing an effective herbal medicine
for the treatment of infectious diseases.

Keywords: Antibacterial activity. Essential oil. Justicia pectoralis Jacq.

1. Introducéo:

Um dos maiores avancos da terapia medicamentosa tem sido representado pela
utilizacdo de antimicrobianos, tanto em ambulatérios quanto em hospitais, e tém reduzido
drasticamente a incidéncia de muitas doencas infecciosas. Por outro lado, os sérios efeitos
colaterais de muitas dessas substancias, e a emergéncia de microrganismos multirresistentes,
tem impulsionado pesquisas ndo somente voltadas ao desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos, mas também na elucidacdo dos mecanismos de resisténcia (ALVARENDA
etal., 2015; CATTOIR; DAUREL, 2010; SAMY; GOPALAKRISHNAKONE, 2010).

O desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos ndo tem acompanhado a
velocidade com que 0s microrganismos adquirem resisténcia aos farmacos disponiveis. Neste
contexto, o conhecimento acerca dos novos padrfes de resisténcia bacteriana tem causado
forte impacto na terapéutica, provocando mudancas nas escolhas de antibacterianos, na
dosagem necessaria e na utilizagdo de combinacdes de farmacos. A resisténcia a
antibacterianos esta relacionada a expressdo de genes, os quais codificam diversos
mecanismos bioguimicos ou alteracdo de sitios alvo, que culminam com a inativacdo ou
impedimento da acdo dos farmacos que pode ser natural, adquirida (mutagdes) ou transferivel
(processos de recombinacdo) (BARROS; MACHADO; SPRINZ, 2001; TAVARES, 2001).
H&, portanto, uma necessidade premente de enderecar esfor¢os na descoberta de novos
farmacos mais especificos, eficazes e seguros (HELFAND; BONOMO, 2005; MEYER, 2005;
PAULA, 2011).

Neste sentido, o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos pode
encontrar importantes contribuicdes na pesquisa com produtos naturais. Sabe-se que o0s

produtos naturais possuem alta diversidade estrutural, especificidade bioguimica e outras
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propriedades moleculares que fazem deles substancias favoraveis como compostos lideres
para o desenvolvimento de novos farmacos (MARIATH et al., 2009).

A revisdo de Newman e Cragg (2016) relata a influéncia acentuada dos produtos
naturais no ambito do comércio antibacteriano e ressalta que a maioria dos correntes
antimicrobianos foram descobertos a partir de fontes naturais. Baseado nesta premissa,
estudos de espécies vegetais com propriedades antibacterianas tém sido amplamente
desenvolvidos uma vez que apresentam amplo espectro de atividade e inibicdo comprovada
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010;
CHAIEB et al., 2007; MAGINA et al., 2009; MBOSSO et al., 2010; NAIR; CHANDA, 2007;
PALOMBO, 2009; SILVA, 2013).

Isto porque, gracgas a sua atividade metabolica secundéria, as plantas sdo capazes
de produzir substancias antibidticas, utilizadas como mecanismo de defesa contra predacao
por microrganismos, insetos e herbivoros. Os compostos isolados de plantas sdo substancias
cuja estrutura quimica, com raras exce¢des, apresentam grandes diferencas estruturais em
relacdo aos antibioticos derivados de microrganismos, além da alta diversidade dos compostos
produzidos, o que aumenta a probabilidade da ocorréncia de interacdes sinérgicas, garantindo
uma melhor atividade bioldgica. Esses agentes antibioticos obtidos de plantas podem agir
como reguladores do metabolismo intermediario, por meio da ativacdo ou blogqueio de reacGes
e sinteses enzimaticas, seja a nivel nuclear ou ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de
membranas (CHAUL, 2015; FURTADO et al., 2015; HASSAN, 2012; VASCONCELOS,
2014).

A atividade antibacteriana de extratos e 6leos essenciais de plantas medicinais tem
sido observada em vérios trabalhos na literatura. A titulo de exemplo, o extrato de Vitex
negundo apresentou efeito  bactericida sobre diversas bactérias  patogénicas
(KAMRUZZAMAN; BARI; FARUQUE, 2013). Oleos essenciais de Euphorbia macrorrhiza,
apresentaram um forte efeito inibitorio sobre Staphylococcus aureus (LIN et al., 2012).
Chatterjee, Bhattacharjee e Chandra (2011), relataram atividade antibacteriana de uma fracao
isolada do extrato das folhas de Vangueria spinosa contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Oleos essenciais de
Eucalyptus camaldulensis e Mentha spicata tiveram acdo contra Streptococcus mutans e
Streptococcus pyogenes, interferindo significativamente na formacao do biofilme (RASOOLLI;
SHAYEGH; ASTANEH, 2009).

Entretanto, embora tenham sido verificados grandes avangos na descoberta de

antimicrobianos de origem vegetal, pesquisas que envolvam a investigacdo de propriedades
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farmacéuticas de produtos regionais ainda s&o muito escassas, em especial, no que concerne
ao potencial antibacteriano de Justicia pectoralis. Assim, considerando 0 Uuso
etnofarmacoldgico desta espécie vegetal para o tratamento de doencas do trato respiratorio
(FONSECA, 2009; LINHARES, 2012), a investigacdo do possivel efeito antimicrobiano da
planta torna-se fundamental, tendo em vista que juntamente com o0s virus, as bactérias
constituem o agente etioldgico de muitas patologias respiratdrias.

Além disso, levando em consideracéo a perspectiva de uso das plantas medicinais
no tratamento de infeccdes causadas por diversos microrganismos, para que promissoras
evolucBes se processem no tratamento farmacoldgico das doencas infecciosas, € que se
procurou investigar a atividade antibacteriana do 6leo essencial extraido das partes aéreas de
J. pectoralis frente a microrganismos gram-positivos e gram-negativos de cepas padrdes
American Type Culture Collection (ATCC), uma vez que muitas espécies vegetais do género
Justicia vém sendo estudadas no mundo todo, demonstrando diferentes atividades biolégicas
e constituintes quimicos extremamente interessantes (CORREA, 2013; CORREA;
ALCANTARA, 2012; VERDAM, 2009).

2. Materiais e Métodos:

2.1 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO:

A droga vegetal utilizada para os ensaios microbioldgicos foi obtida e processada
conforme procedimentos descritos nos itens 2.1 e 2.2 do capitulo 2 desta dissertacéo.

2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL:

O processo de extracdo do Oleo essencial, utilizado nos testes de atividade
antibacteriana, foi realizado de acordo com metodologia descrita no item 2.2 do capitulo 3
desta dissertagé&o.

2.3 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS:

2.3.1 Atividade antibacteriana:
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Foi submetido aos testes de atividade antibacteriana o 6leo essencial obtido das
partes aéreas de Justicia pectoralis. Os testes de microdiluicio em caldo para o ensaio
microbiologico foram realizados conforme recomendacdes do Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI), com modificacdes, para testes de susceptibilidade antimicrobiana
de bactérias aerdbias (CLSI M7-A6, 2010). As leituras das placas foram feitas com a
utilizacdo da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) como indicador visual de
viabilidade bacteriana (SARKER; NAHAR; KUMARASAMY, 2007) e colorimétrico de
oxido-reducdo (SALVAT; ANTONNACCI; FORTUNATO, 2001). Os ensaios foram
realizados em triplicata e em cAmara de fluxo laminar (para evitar contaminagées).

Foram utilizadas cepas-padrdo American Type Culture Collection (ATCC)
mantidas no Laboratorio de Microbiologia da Universidade Estadual de Goias (UEG), campus

Anapolis, descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Microrganismos utilizados na determinacéo da concentragcdo minima inibitoria (CMI).

MICRORGANISMOS ATCC
Bactérias Gram (+)
Staphylococcus aureus 25923
Staphylococcus epidermidis 12228
Bactérias Gram (-)
Escherichia coli 25312
Pseudomonas aeruginosa 27853

2.3.2 Manutencdo e conservacgdo das cepas bacterianas:

Para realizacdo dos ensaios microbioldgicos, as cepas padrdo foram mantidas e
conservadas de acordo com o procedimento descrito por Silva, Costa e Chinarelli (2008) com
modificagdes. Antes da realizacdo do ensaio, a fim de garantir a manutencdo das culturas
microbianas, as cepas foram descongeladas em estufa a 37° C por até 2 horas. As bactérias
foram entdo repicadas em placas contendo agar BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas a
35°C por 24 horas. Em seguida, foram transferidas de trés a cinco colbnias isoladas e tipicas
de cada microrganismo para um tubo com 15 mL de caldo BHI mais 20% de glicerol. Os
tubos foram homogeneizados com agitador de tubos (vortex) por 15 segundos e incubados por
12 horas a 35°C. Apo6s a incubacdo, os tubos foram novamente homogeneizados em vortex

com posterior fracionamento de aliquotas de 1 mL em microtubos do tipo eppendorfs,
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previamente esterilizados e identificados. Os eppendorfs foram mantidos em geladeira durante
sete dias a 8°C e congelados em freezer a -20°C.

2.3.3 Preparo dos Inéculos:

Para o preparo dos indculos, os eppendorfs foram retirados do freezer até
adquirirem temperatura ambiente. As cepas foram reativadas pela técnica do esgotamento
(figura 1). Os microrganismos foram inoculados com auxilio de alca de platina em placas

contendo agar Muller Hinton (MH) e em seguida incubados & 35°C por 24 horas.

............... | | ) |
E Comegar aqui i Comegar aqui i
i (l2estria) i (22 estria)
— S ————
——m

 Comecar aqui
i (Festria)

Figura 1 — Representacdo esquematica da técnica de esgotamento por estrias para isolamento de
coldnias bacterianas.

Apos incubagdo dos microrganismos em estufa, foram transferidas de trés a cinco
col6nias isoladas e tipicas (2% e 32 estriacdo — figura 1) para um tubo com 5 mL de solucéo
fisiolégica 0,9%. Obteve-se uma turvacdo (figura 2) correspondente a 0,5 da escala de
McFarland (10 UFC mL™), por leitura no espectrofotdmetro a 625nm (79,4% a 83,2% de
transmiténcia). Em microbiologia, os padrdes de McFarland sdo utilizados como uma
referéncia para ajustar a turvacdo de suspensdes bacterianas de modo que o numero de
bactérias estard dentro de um intervalo dado para padronizar o teste microbiano (BRASIL,
2008). A solucéo foi entdo diluida utilizando 0,5 mL da suspensdo de microrganismos e 4,5
mL de solucéo fisioldgica 0,9%, atingindo, portanto, a concentracdo de células de 10’ UFC
mL™. O procedimento foi realizado 15 minutos antes da inoculacdo nos pocos das placas de
CMI.

Figura 2 — Turvacéo obtida corresponde a 0,5 na escala de McFarland na preparagdo dos indculos.
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2.3.4 Preparo da Amostra (Diluigio do Oleo essencial):

A amostra do 6leo essencial foi solubilizada acrescentando Tween 80® a 0,02% e
diluida em caldo MH de modo a obter uma concentragdo de 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5 e

31,25 pg mL™* conforme esquema da figura 3.

T

40.000 pg mL*

Amostra
. Pesar 40,0 mg (0,049) e
diluir com 1,0 mL de

= 50 uL 25 L

25 uL

MH + Tween 0,02% 2.000 pg mL™* 1.000 pg mL1* 500 pg mL*
+950 uL +975 uL +1975 uL
de MH de MH de MH

V

250 ug mL* 125 pg mL > 62,5 ug mL™**
+500 uL + 750 pL + 1750 uL
de MH de MH de MH

500 pL 250 uL 250 pl/
31,25 ug mL™* 15,62 ug mL™ 7,81 pg mL™?
+500 uL + 750 pL + 1750 uL
de MH de MH de MH

Figura 3 — Esquema para preparo da amostra do 6leo e obtencédo das dilui¢des utilizadas nos testes

de avaliacdo da atividade antibacteriana.

Nota: as dilui¢des utilizadas, neste trabalho, estdo assinaladas com asterisco (*).
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2.3.5 Preparo do Antibidtico:

As diluices do antibiotico cloranfenicol foram preparadas conforme
recomendado pelo CLSI (2010), e ilustrado nas figuras 4 e 5, nas concentracgdes de 64, 32, 16,
8, 4,2 ¢ 1 ug mL?, sendo utilizadas como controle para validagdo da técnica. Todos 0s
procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar para evitar contaminacfes

cruzadas.

Figura 4 — Preparo das dilui¢des do antibidtico cloranfenicol utilizadas como controle de
validacdo da técnica.

Apos o preparo das diluigdes foram pipetados em microplacas estéreis de 96
pogos, providas de tampas, 100 uL. de cada concentracdo do antibidtico da coluna 1 até a
coluna 7 e das linhas A a D. Na coluna 9, da linha A até a linha D, foram pipetados 100 puL de
caldo Muller Hinton (MH) com o inéculo das bactérias a serem testadas, sendo este, portanto,
o0 controle de viabilidade do crescimento bacteriano — controle positivo - CP. Na coluna 11, da
linha A até a linha D, foram pipetados 100 pL. de MH sem in6culo que foram utilizados como
controle da esterilidade do meio — controle negativo - CN. Apos o preenchimento das placas,
5 uL de cada ind6culo das bactérias a serem testadas foram depositados nos orificios dos pocos
das colunas 1 a 7 e das linhas A a D. A microplaca foi tampada, incubada a 35°C por 22 horas
e fotografada (figura 9). Apos o periodo de incubacdo na estufa, foram acrescentados em
todos os pogos 20 pL de resazurina 0,001% (figura 7) em solucéo fisioldgica 0,9% e a placa
foi novamente incubada por 2 horas e fotografada (figura 9).



==
1mL

5120 pg mL:

Antibiético
. Pesar 51,2 mg
(0,05129) e diluir com
10 mL de diluente

-

256 pug mL*

+1mL
de H,O

1mL

32 pg mL*

+1mL
de H,O

4 ug mL*

+1mL
de H,O

1mL

-

0,5 pg mL?

+1mL
de H,O

512 pg mL*

+ 9 mL de H,O
1mL 1mL
- -

128 pg mL? 64 pg mLt*
+3mL +7mL
de H,O de H,O

1mL /1 mL
= =
| w | w
16 pug mL™* 8 ug mL™*
+3mL +7mL
de H,O de H,0O
1mL 1mL zl mL
= =

2 pg mL* 1 pg mL*
+3mL +7mL
de H,O de H,O

ll mL
1mL
= =

0,25 ug mL* 0,125 pg mL?
+3mL +7mL
de H,O de H,0O
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Figura 5 — Esquema para o preparo das diluigdes do antibidtico cloranfenicol conforme
metodologia do CLSI (2010) utilizadas como controle de validacédo da técnica.
Nota: as dilui¢des utilizadas, neste trabalho, estdo assinaladas com asterisco (*).



111

A figura 6 ilustra esquema geral da microplaca ap6s as dilui¢cGes e inoculagdes

utilizada como controle para validacéo da técnica com cloranfenicol.

Figura 6 — Esquema de preenchimento da placa de 96 pocos conforme metodologia para validacao
da técnica utilizando o antibi6tico cloranfenicol.

Resazurina
. Pesar 10 mg (0,01 g)
e diluir com 10 mL de
SF 0,09%

125 uL

=
|

‘ N
| 1

0,00625%

+1875 L de
SF 0,09%

0O|0|0|0|0|0|0

0]|0|0|0|0|0|0|0| ~
0O|0|0|0|0|0|0|0O| «
0|0|0|0|0|0|0|0| =
0|0|O|0|0|0|0|0|
0|0|0|0|0|0|0|0O| =
0O|0|0|0|0|0|0|0O| ~
0|0|0|0|0|0|0|0| =
0|0|0|0|0|0|0|0| =
O|0|0|0|0|0|0|0| &
O|0|0|0|0|0|0|0| =
O|0|0|0|0|0|0|0| &

Tz @ mf m| o o

0,001% de resazurina em cada pogo

Figura 7 — Preparo e diluicdo da resazurina a 0,001% em solucdo fisiol6gica 0,9% utilizada como
revelador visual de viabilidade bacteriana nos ensaios microbiol6gicos.
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2.3.6 Ensaio microbioldgico para determinagdo da Concentragdo Minima Inibitdria (CMI):

Apbs o preparo das diluicdes, foram pipetados em microplacas estéreis de 96
pogos, providas de tampas, 100 uL. de cada concentra¢do do 0leo da coluna 1 até a coluna 7 e
das linhas A a D. Na coluna 9, da letra A até a letra D, foram pipetados 100 puL de caldo
Muller Hinton com o in6culo, sendo este, portanto, o controle de viabilidade de crescimento
bacteriano — controle positivo - CP. Na coluna 11, da letra A até a letra D, foram pipetados
100 pL da solugdo de Tween 80® 0,02% em caldo Muller Hinton, sem amostra, sendo este,
portanto, o controle do referido surfactante. Na linha F, da coluna 1 a 7, foram pipetados 100
uL de MH sem ino6culo, com as respectivas concentracdes do 6leo, sendo este, portanto, o
controle da amostra. Na coluna 10, da linha F até a H, foram pipetados 100 pL de MH sem
indculo que foram utilizados como controle da esterilidade do meio — controle negativo — CN.
Apbs o preenchimento das placas, 5 pL de cada indculo das bactérias a serem testadas foram
depositados nos orificios dos pogos das colunas 1 a 7 e 11 e das linhas A a D. A microplaca
foi tampada, incubada a 35°C por 22 horas e fotografada (figura 10). Apds o periodo de
incubacdo na estufa, foram acrescentados em todos os pogcos 20 uL de resazurina 0,001%
(figura 7) em solugdo fisioldgica 0,9% e a placa foi novamente incubada por 2 horas e
fotografada (figura 10).

A figura 8 ilustra esquema geral da microplaca ap6s as dilui¢cBes e inoculagdes
utilizada no ensaio microbioldgico para determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria
(CMI).

Figura 8 — Esquema de preenchimento da placa de 96 pogos conforme metodologia para o ensaio
microbioldgico para determinacdo da concentragdo minima inibitoria (CMI).
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A leitura das placas com os microrganismos foi realizada por meio da comparacgao
da turvacdo das amostras nos pogos antes e apoOs acrescentar a resazurina (figuras 9 e 10),
sendo que o aumento da turbidez ou opacidade no meio indica o crescimento de
microrganismos (LENNETTE et al., 1985). Ap0Os acrescentar a resazurina, a permanéncia da
coloragéo azul indica auséncia de microrganismo e a mudanca da coloracdo azul para rosa
indica a presenga de microrganismo. Portanto, a leitura dos resultados para determinagéo da
concentracdo minima inibitoéria (CMI) foi considerada como positivo para 0s pogos que
apresentaram coloracdo azul e negativa para os que obtiveram coloracgdo rosa intenso. A CMI
é definida como a menor concentragdo capaz de produzir proeminente inibicdo do
crescimento do microrganismo, considerando-se a viabilidade dos microrganismos com o
controle positivo. Dessa forma, a (CMI) foi definida como a menor concentracdo capaz de
inibir completamente o crescimento microbiano, nos po¢os de microdiluicdo detectada pela

cor a olho nu mediante utilizag&o de resazurina como revelador visual (PEREIRA, 2010).

3. Resultados:

Os resultados para o teste de viabilidade como controle da técnica do ensaio

microbioldgico utilizando cloranfenicol encontram-se destacados na tabela 2.

Tabela 2. Concentragdo Minima Inibitéria - CMI (ug mL™) do antitibiético cloranfenicol frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas das cepas ATCC testadas.

BACTERIAS TESTADAS Cloranfenicol (ug mL™)

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Escherichia coli ATCC 25312

2
2
2
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2

A figura 9 ilustra esquema geral da placa utilizada como controle da técnica com
cloranfenicol ap6s as diluicdes e inoculagdes, antes e depois da adi¢do da resazurina como

revelador visual de viabilidade bacteriana.
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Figura 9 — Esquema da placa de 96 pocos apds diluicdes e inoculagdes conforme metodologia
para o controle de viabilidade da técnica utilizando cloranfenicol. A — B: placa antes da adi¢&o de resazurina, A —
fundo claro, B — fundo escuro; C — D: placa apo6s a adic¢éo da resazurina, C — fundo claro, D — fundo escuro.

Os resultados da concentragdo minima inibitéria (CMI) do ensaio microbiologico
para avaliagdo da atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial obtido das partes aéreas
de J. pectoralis estdo elencados na Tabela 3.

Tabela 3. Concentragdo Minima Inibitéria - CMI (ng mL™) do 6leo essencial de J. pectoralis frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas das cepas ATCC testadas.

BACTERIAS TESTADAS OE (ug mL™)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 125
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 125
Escherichia coli ATCC 25312 > 2000
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1000

Legenda: OE = 6leo essencial de J. pectoralis.

Utilizou-se a classificacdo de Holetz et. al. (2002) para a determinacdo da
atividade antimicrobiana da amostra do Oleo testada. De acordo com esta classificacéo,
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amostras que apresentam CMI menor que 100 pg mL™ possuem boa atividade antimicrobiana,
amostras com CMI entre 100 e 500 pg mL™ possuem atividade antimicrobiana moderada,
amostras com CMI entre 500 pg mL™ e 1000 ug mL™ possuem atividade fraca e aqueles que
possuem atividade antimicrobiana acima de 1000 pg mL™ séo considerados inativos.

A figura 10 ilustra esquema geral da placa utilizada no ensaio bioldgico para
determinacdo da concentracdo minima inibitoria da amostra do 6leo testada ap0s as dilui¢cGes

e inoculacdes, antes e depois da adicdo da resazurina como revelador visual de viabilidade

bacteriana.
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Figura 10 — Esquema da placa de 96 pocos ap6s diluigcdes e inoculagdes conforme metodologia
para o ensaio microbiolégico para determinagdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) do 6leo de J.
pectoralis. A — B: placa antes da adi¢do de resazurina, A — fundo claro, B — fundo escuro; C — D: placa ap6s a
adicdo da resazurina, C — fundo claro, D — fundo escuro.

Os resultados da CMI, segundo a classificacdo de Holetz et al. (2002) e conforme
destaca a tabela 3 e ilustra a figura 10 pela leitura visual verificada, demonstram que o dleo de
J. pectoralis apresentou moderada atividade antibacteriana frente as cepas de bactérias gram-
positivas (Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis) testadas, bem como fraca
atividade sobre a cepa de Pseudomonas aeroginosa e inatividade frente a outra cepa de gram-

negativa (Escherichia coli) testada.
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4. Discussao:

A maioria dos Oleos volateis, quando empregada em concentracGes adequadas,
apresenta a propriedade de inibir o crescimento e/ou matar microrganismos, resultando nas
atividades antimicotica, antibacteriana e antiviral (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES,
2017). Rocha (2013) destaca que, cientificamente, tem sido estabelecido que cerca de 60%
dos Oleos essenciais possuem propriedades antifungicas e 35% exibem propriedades
antibacterianas. A atividade antimicrobiana desses 6leos deve-se a solubilidade na bicamada
lipidica da membrana celular (VALERIANO et al., 2012). Desta forma, os 6leos essenciais
exercem papel fundamental na defesa contra microrganismos. Ha inumeros estudos na
literatura que analisaram a atividade antibacteriana de 6leos essenciais extraidos de diversas
espécies vegetais. A titulo de exemplificacéo:

Estanislau et al. (2001) testaram a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de
cinco espécies de Eucalyptus (E. cloeziana, E. citriododra, E. saligna, E. grandis e E.
microcorys) cultivadas em Goias. Verificaram que todos os 6leos testados foram ativos contra
Staphylococcus aureus, bem como para Escherichia coli, com excecdo do 6leo de E.
mycrocorys que ndo apresentou atividade inibitoria sobre esta cepa. Os dleos obtidos de E.
cytriodora e E. grandis ndo apresentaram atividade antibacteriana para Salmonella
choleraeseus mas os Oleos das outras trés espécies investigadas mostraram resultados
satisfatorios na inibicdo desse microrganismo.

A atividade antibacteriana dos 06leos essenciais do alfavacdo (Ocimum
gratissimum), capim-limdo (Cybopogum citratus) e salvia (Salvia officinalis) foi verificada,
em estudo de Pereira et al. (2004), frente a 100 cepas de bactérias isoladas de individuos com
diagnostico de infeccdo urinaria. Das 100 amostras analisadas, 79% eram da espécie
Escherichia coli, e as demais eram de Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Morganella
morganii, Enterobacter aerogenes, Klebsiella oxytoca e Pseudomonas aeruginosa. Os autores
concluiram que a atividade bactericida dos 6leos das ervas medicinais estudadas foi
satisfatoria, principalmente da S. officinalis, que apresentou 79% de inibicdo sobre as cepas
amostradas. O. gratissimum e C. citratus apresentaram atividade antimicrobiana em 16% das
bactérias testadas.

A acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais de cravo-da-india (Caryophillus
aromaticus L.) e palmarosa (Cymbopogon martinii) foi avaliada para os microrganismos

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella thyphimurium, Pseudomonas
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aeruginosa e Clostridium perfringens em estudo de Scherer et al. (2009). Os autores
concluiram que o dleo obtido das duas espécies investigadas demonstraram moderada a forte
acao antimicrobiana frente aos microrganismos testados.

Andrade et al. (2012) verificaram efeito inibitorio dos Oleos essenciais de
Cymbopobon nardus (citronela), Cinnamomum zeylanicum (canela) e Zingiber officinale
(gengibre) sobre o crescimento de bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes) e gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella choleraesuis e Pseudomonas
aeruginosa). Os autores inferiram que os 6leos obtidos das trés espécies apresentaram
atividade antibacteriana para todas as cepas avaliadas, com excec¢do da Escherichia coli, cujo
crescimento so foi inibido pelo 6leo extraido de C. zeylanicum.

No que diz respeito a familia Acanthaceae, Vasconcelos (2014) avaliou o efeito
antibacteriano dos 0leos essenciais das partes aéreas de duas espécies do segundo maior
género da familia: Ruellia. Os 6leos essenciais de R. asperula e R. paniculata demonstraram
atividade in vitro contra duas bactérias relevantes no processo cariogénico: Streptococcus
oralis e Streptococcus sobrinus, e contra Pseudomonas aeruginosa, um dos patdgenos mais
frequentemente relacionados as infec¢bes hospitalares. A autora verificou ainda que o 6leo
essencial de R. paniculata exerceu o melhor efeito entre os 6leos testados, ocasionando a
inibicdo do crescimento planctdnico, bem como a eliminacdo de células do biofilme de S.
oralis.

Conforme apresentado anteriormente, apesar de inimeros os relatos da atividade
antibacteriana de 6leos essenciais obtidos de diversas espécies vegetais, inclusive da familia
Acanthaceae, ndo foram encontrados trabalhos descritos na literatura que avaliassem a
atividade antibacteriana do 6leo essencial de Justicia pectoralis a fim de gerar dados
comparativos com o presente estudo. Por outro lado, a atividade tripanocida do 6leo da
referida espécie medicinal foi testada por Borges (2012). O autor verificou que o 6leo foi
capaz de inibir o crescimento de formas epimastigotas e causar perda da viabilidade de formas
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi de maneira significativa.

Dentre os compostos majoritarios do 6leo essencial de J. pectoralis, estdo os
sesquiterpenos beta-bourboneno e E-cariofileno (conforme elucidado no capitulo 3 desta
dissertacdo). Oleos essenciais de plantas, que também apresentaram o beta-bourboneno entre
0S Seus majoritarios, tiveram sua atividade antimicrobiana investigada:

Bougatsos et al. (2004) testaram o efeito inibitério do 6leo essencial obtido das
partes aéreas de duas espécies de Helichrysum (H. cymosum e H. fulgidum), coletadas na

Tanzania, sobre seis cepas bacterianas (2 gram-positivas: Staphylococcus aureus e S.
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epidermidis; e 4 gram-negativas: Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa). Os autores verificaram que as bactérias gram-
positivas apresentaram maior susceptibilidade e que o 6leo de H. fulgidum exibia uma
atividade antimicrobiana mais significativa que o 06leo de H. cymosum frente aos
microrganismos testados.

O dleo, contendo 8,51% de beta-bourboneno, de Centaurea ensiformis, endémica
da Turquia, foi avaliado quanto a sua atividade antimicrobiana por Ugur et al. (2007),
apresentando efeito inibitdrio sobre o crescimento frente as bactérias testadas, assim como no
estudo de Liu et al. (2009), com o 6leo de Phyllanthus emblica, onde o beta-bourboneno
também aparece entre os compostos majoritarios. A atividade antimicrobiana do 6leo da
planta foi verificada mostrando amplo espectro de atividade contra todos os microorganismos
testados, especialmente para as bactérias Gram-positivas.

Bertini et al. (2005) analisaram a composicao quimica do 6leo essencial de cinco
plantas (Campylocentrum zehntneri, Croton argyrophylloides, Croton sonderianus,
Cymbopogon citratus, Lippia sidoides) de ocorréncia no nordeste brasileiro. O E-cariofileno
foi elucidado, assim como em J. pectoralis, como um dos compostos majoritarios do 6leo da
espécie C. sonderianus, que teve sua atividade antibacteriana avaliada, demonstrando efeito
inibitério sobre cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Diante destas informac6es, pode-se inferir que 0s compostos beta-bourboneno e
E-cariofileno, presentes no o6leo essencial de J. pectoralis, contribuiram ou foram os
responsaveis pela acdo antibacteriana do 6leo demonstrada neste trabalho uma vez que,
segundo Lambert et al. (2001), na composicao dos 6leos essenciais, existem compostos que
apresentam maior atividade antimicrobiana. Porém, a mistura de dois ou mais compostos, em
guantidades adequadas, podem apresentar melhor atividade frente a microrganismos mais
resistentes. Além disso, 0 sinergismo entre 0s constituintes presentes no 6leo essencial deve
ser considerado (ROCHA, 2013).

Neste sentido, os monoterpenos (isopulegol e iso-isopulegol) também elucidados
(no capitulo 3 desta dissertacdo) como compostos majoritarios no Oleo essencial de J.
pectoralis, podem ter contribuido para agdo antimicrobiana do déleo desta espécie medicinal
verificada neste estudo. Isto porque, de acordo com Valeriano et al. (2012), os monoterpenos
apresentam acdo antimicrobiana pelo efeito toxico que promovem na estrutura e funcdo da
membrana celular. Como resultado do carater lipofilico, os monoterpenos irdo,
preferencialmente, se deslocar da fase aquosa em diregdo as estruturas da membrana, 0 que

resulta em expansdo, aumento da fluidez e permeabilidade da membrana, desordenando as
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proteinas embebidas, inibindo a respiracao e alterando o processo de transporte de ions. Dessa
forma, danos estruturais & membrana citoplasmatica levam ao comprometimento das fungoes,
como barreira seletiva, local de acdo enzimatica e geracdo de energia (TROMBETTA et al.,
2005).

Embora haja excecgles, bactérias gram-positivas, geralmente, sdo mais
susceptiveis aos compostos lipofilicos dos 6leos essenciais do que bactérias gram-negativas
(VALERIANO et al., 2012), como verificado nos trabalhos de Bougatsos et al. (2004) e Liu et
al. (2009). Este fato também foi observado neste estudo, uma vez que o 6leo de J. pectoralis
foi capaz de inibir o crescimento das cepas de bactérias gram-positivas (S. aureus e S.
epidermidis) testadas, mas exerceu acdo antibacteriana sobre apenas uma cepa de gram-
negativa (P. aeroginosa), sendo inativo sobre a de E. coli. Essa susceptibilidade, segundo
Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2009), deve-se ao fato de que a parede celular de bactérias
gram-negativas é rica em polissacarideos o que dificulta a penetracdo das substancias
antimicrobianas lipofilicas dos 6leos, pois existe uma barreira hidrofilica que impede a
passagem de macromoléculas e combinacbes hidrofobicas, embora ndo seja totalmente
impermedvel. Devido a isso, as bactérias gram-positivas sdo relativamente mais resistentes a
combinacdes de antibitticos hidrofdbicos e drogas tdxicas (OLIVEIRA et al., 2011).

Convem ressaltar que, apesar de inexistentes na literatura estudos sobre atividade
antibacteriana do 6leo essencial de J. pectoralis, conforme j& mencionado neste trabalho,
pesquisas que avaliaram a acdo antibacteriana dos extratos aquoso e organicos, obtidos desta
espécie, ja foram realizadas a saber:

Foi observado, por Chariandy et al. (1999), em ensaio de triagem de plantas
medicinais com propriedades antimicrobianas realizado em Trinidad e Tobago, que a fracéo
éter de petréleo, do extrato de J. pectoralis, apresentou atividade antimicrobiana acentuada
contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis e Salmonella typhymurium, e a fragdo acetato de etila para P. aeruginosa, S. aureus e
S. typhymurium.

Vera et al. (2007) avaliaram a atividade antibacteriana do extrato aquoso e
organico (acetato de etila e etanol) de J. pectoralis cultivadas em Tolima, Colémbia. Para os
extratos testados, registrou-se um unico halo de inibicdo sobre S. aureus correspondente a
fracdo acetato de etila. O extrato aquoso de J. pectoralis, cultivada em Sobral no Ceard,
também teve sua agdo antibacteriana analisada por Furtado et al. (2015) que ndo apresentou

atividade inibitdria sobre as cepas bacterianas (E. coli, S. aureus e K. pneumoniae) testadas.
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Diante destes resultados, os autores destes estudos concluiram que os metabolitos
secundarios responsaveis pela atividade antibacteriana de J. pectoralis sdo, em sua maioria, de
carater apolar, de modo que o ineficaz efeito inibitério do extrato aquoso dessa espécie, sobre
0 crescimento de bactérias, pode indicar que 0os componentes presentes nestes extratos sao de
natureza polar e, sugerem ainda, uma possivel diferenca na composicdo fitoquimica
relacionada com o local de coleta. Portanto, recomenda-se empregar solventes de menor
polaridade, para obtencdo de extratos a partir de J. pectoralis, quando se for avaliar a

atividade antimicrobiana.

5. Consideracdes Finais:

Conclui-se 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 6leo apresentou fraca acdo antibacteriana
sobre Pseudomonas aeroginosa e moderada atividade antibacteriana sobre as cepas de
Staphylococcus aureus e S. epidermidis.

Sugere-se a continuidade nos estudos que avaliem a atividade antibacteriana do
6leo, extraido dessa espécie medicinal, em outras concentracGes, bem como utilizando-se
outras formas de extratos e com emprego de microrganismos oriundos de um espectro mais
amplo de infeccOes, que deverdo fornecer resultados que indiqguem de maneira mais precisa a
real aplicabilidade desses extratos. Além disso, faz-se necessario a realizacdo de estudos
toxicologicos adequados para verificar a possibilidade do uso seguro dos mesmos no combate
a infecgdes frente a esses microrganismos.

Apesar de incipiente, este trabalho pode abrir perspectivas no sentido de
desenvolver um fitoterapico eficaz e de baixo custo, podendo ser usado no tratamento de

doencas infecciosas como uma alternativa aos antibidticos sintéticos.
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