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Resumo: O género Justicia se destaca tanto pelo uso medicinal de suas espécies, como pelo
potencial biol6gico dos metabdlitos secundarios isolados, como flavonoides, alcaloides, lignanas e
terpenos. Sendo que 0s mesmos possuem alto potencial biolégico, como antileishmaniose,
antibacteriana, acdo insecticida, antiangiogénico, anti-inflamatorio, antineoplasico, antiviral,
analgésico, antiplaquetéario. A espécie Justicia thunbergioides € um subarbusto com ampla
distribuicdo geografica, com ocorréncia confirmada em Pernambuco, Bahia, Mato Grosso, Goias,
Distrito Federal, Minas Gerais e Sao Paulo. O presente trabalho relata o potencial antioxidante das
folhas de J. thunbergioides. As folhas secas e pulverizadas foram submetidas a remaceragdo com
metanol. O solvente foi eliminado em rotaevaporador, obtendo o extrato bruto seco. Parte do extrato
foi submetido a parti¢Bes liquido-liquido, obtendo as fracdes hexanica, diclorometanica e acetato de
etila, as quais foram submetidas a bioensaios com o radical livre DPPH. O extrato bruto mostrou
moderada agdo antioxidante, enquanto a fracdo acetato de etila apresentou forte atividade com CEso
<17 pyg.mL™.

Palavras-chave: Justicia. Flavonoide. Cumarina.

Introducéo

Vérias espécies de Justicia sdo usadas na medicina popular a exemplo de
Justicia spicigera Schitdl, utilizada pela populagcdo mexicana no tratamento de
cancer de colo do utero e como imunoestimulante. Enquanto a J. adhatoda Linn. é
usada na india no tratamento de diarreia, tuberculose, asma, bronquite, tosse, como
expectorante, antimicrobiano e antitumoral. A parte aérea de J. betonica Linn. é
muito usada na India e em Uganda para tratar diarreia, inflamacfes e até mesmo da
AIDS (CORREA; ALCANTARA et al., 2012).

Estudos farmacoldgicos com os extratos brutos metandlicos das folhas e dos
caules de J. gendarussa mostraram significativa atividade anti-helmintico (SAHA et
al., 2012). O extrato das folhas mostrou também atividade citotoxica a células de
cancer de pulmado (AYOB et al., 2014) e cervical (AYOB et al., 2013). Ja a fracdo
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acetato de etila da raiz aprese‘Antou aé ati-inflamatc’)ria in vv co inibgod |
expressao de ambos, COX-2 e iNOS (6xido nitrico-sintase induzida) (KUMAR et al.,
2012).

O extrato aquoso de J. spicigera mostrou também ser citotdxico a células
leucémicas, na concentracdo de 100 mg/mL, sem afetar a proliferacdo de células
precursoras normais (CACERES et al, 2001). Enquanto que o extrato etandlico
apresentou atividade citotoxica contra as linhagens de células tumorais de mama
T47D) e cervical (HeLa), com valores de EDso de 0,43 e 5,59 pg/mL,
respectivamente (VEGA et al, 2009). Recentemente, Awad e colaboradores (2015),
demostraram que a fracdo acetato de etila das partes aéreas dessa espécie possuli
potencial antioxidante e hepatoprotetor.

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes,
principalmente, devido as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no
organismo humano. Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os
radicais livres antes que ataquem os alvos biolégicos nas células. Os estudos sobre
radicais livres e o desenvolvimento de novos métodos para avaliacao de atividade
antioxidante tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos. As descobertas
do efeito deletério dos radicais livres sobre células e sua relagdo com certas
doencas, agindo como causador ou agravante, estimulou a busca por produtos
naturais (compostos puros, fragdes e/ou extratos), capazes de minimizar ou prevenir
os danos oxidativos as células vivas (LEONG et al., 2008).

Os antioxidantes naturais como no caso dos compostos fenolicos tém
recebido muita ateng&o nos ultimos anos, principalmente, por inibirem a peroxidacéo
lipidica e a lipooxigenase in vitro. Nesta classe, destacam-se os fendis simples, os
acidos fendlicos (derivados do acido benzoico e cinamico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (NACZK;
SHAHIDI, 2004). Além disso, a capacidade antioxidante de um produto natural pode
servir como indicio de outras atividades bioldgicas, tais como, anti-inflamatoria,
antitumoral, antimicrobiana, dentre outras.

Os resultados anteriores demonstram a importancia das espécies do género
Justicia e evidenciam a relevancia de estudos quimicos e farmacologicos de
espécies desse género, pouco explorado.

A espécie Justicia thunbergioides (Lindau) Leonard € um subarbusto de 0,3 a

1,2 m de altura, caule ascendente pubescente, possui distribuicdo geografica ampla,
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ocorrendo no Paraguaio, Argentina, Bll’via e Brasil. A espécie é encntrad,
preferencialmente, nas matas secas, em areas com afloramento de calcéario. A
espécie floresce de janeiro a abril, com ocorréncia confirmada em Pernambuco,
Bahia, Mato Grosso, Goiéas, Distrito Federal, Minas Gerais e Sdo Paulo (GBIF, 2016).
A fotografia e a classificacdo taxondmica da espécie estao na Figura 1.

Figura 1- Fotografia de um exemplar de J. thunbergioides e classificacdo botanica
da espécie.

Classe: Equisetopsida C. Agardh
Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem: Asteranae Takht.

Ordem: Lamiales Bromhead

Familia: Acanthaceae Juss.

Género: Justicia L:

Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. http://www.tropicos.org/Name/50107348, acessada
em 23/03/2016.

Material e Métodos

Coleta e identificacdo do material botanico

Foram coletadas amostras de folhas adultas, completamente expandidas
abaixo do terceiro no, contadas a partir do apice, de 5-10 individuos das populacdes
da espécie J. thunbergioides, ocorrente na BR 060, préximo ao municipio de
Alexania, estado de Goias. As folhas frescas ndo apresentaram sintomas de
necrose, clorose ou contaminagao por fungos. Para uma maior uniformidade das
amostras, as coletas foram realizadas sempre nos mesmos individuos, na mesma
data e nos mesmos horarios (por volta das 10 horas da manha).

A exsicata encontra-se depositada no Herbario da Universidade Estadual de
Goias (UEG), Campus Anapolis, sob o nimero 7.130. A espécie foi descrita pela
Profa. Dra Josana de Castro Peixoto.
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Preparacdo do extrato bruto e obtencéo das fragdes

As folhas foram dessecadas em estufa com ventilacdo forcada a 40 °C,
pulverizadas em moinho elétrico de facas WILLYE TECNAL, modelo TE 650, em
granulometria adequada a analise. O p6 obtido (10 g) foi submetido & remaceracao
com metanol P.A. Ap0s a extracdo, a solucdo extrativa foi concentrada em
rotaevaporador sob pressao reduzida, obtendo o extrato bruto metandlico (2,2 g).
Parte do extrato (2,1 g) foi dissolvido em 200 mL de MeOH:Hz20 (8:2) e, em seguida,
submetido a parti¢cdes liquido-liquido com hexano, cloroférmio e acetato de etila em
um funil de separagédo de 500 mL e 200 mL de cada solvente (4 X 50 mL). As fases
organicas foram secas com Na:SOs anidro, filtradas e concentradas em

rotaevaporador, obtendo fragdes de diferentes polaridades.
Analise qualitativa da atividade antioxidante

As fracOes, cloroformica, acetato de etila e hidrometandlica, oriundas da
particdo do extrato bruto foram aplicadas com capilar de vidro em placas de aluminio
impregnadas com silica de gel 60 Fzs4 e eluidas com fases moveis adequadas. Para
visualizar as manchas, usou-se radiagao no ultraviolenta em 254 e 365 nm, reagente
anisaldeido sulfarico e solugdo metandélica de DPPH a 0,4 mmol.Lt. O aparecimento
de manchas amareladas sob fundo de coloragcédo purpura na CCD, com o DPPH,

indica a presenca de compostos com atividade antioxidante na amostra.
AVALIACAO QUANTITATIVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O método utilizado para a avaliagdo da atividade antioxidante das amostras
foi & reagdo desses com o radical livre DPPH (2,2-di-(4-terc-octilfenil)-1-picril-
hidrazil), conforme metodologia adaptada de Oliveira e colaboradores (2014).

Em um tubo de ensaio, misturou-se 2,7 mL de solugdo metandlica DPPH a 40
Hg.mL! a 0,3 mL de solugdo metandlica da amostra (extrato bruto e fracdes). A
mistura reacional ficou incubada ao abrigo da luz por 30 minutos, em seguida,
realizou-se a leitura das absorvancias a 515 nm em um espectrofotbmetro
Biospectro SP-220, utilizando-se cubeta de quartzo de 10 mm de caminho éptico. A
mistura de 2,7 mL da solucdo de DPPH (40 pg.mL?) com 0,3 mL de metanol, que
corresponde & absorbéancia inicial da solu¢do de DPPH foi utilizada como controle. O
branco foi feito misturando-se 2,7 mL de metanol a 0,3 mL de amostra. Os valores
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das absorbancias foram transformados em porcentagem de atividade antioxidante

(%AA) de acordo com a equacédo a seguir:

%AA={[AbScontrole—(ADSamostra—AbSbranco) X100}/ AbScontrole

O valor de concentragéo efetiva, CEso foi determinada através da regressao
linear da porcentagem de atividade antioxidante (% AA) em funcdo da concentracao

da amostra. Utilizou-se o programa OriginPro 2015.

Resultados e Discussao

RENDIMENTO DO EXTRATO BRUTO E FRACOES

Em estudos quimicos e/ou farmacoldgicos de plantas medicinais, a primeira

7

etapa, apo6s a coleta do material botanico, é a preparacdo do extrato. Dentre as
diversas técnicas usadas para este fim, destacam-se a maceracéo, a percolacdo, a
extracdo por Soxhlet e a &cido-base, quando se quer direcionar a busca de
alcaloides. Neste trabalho optou-se pelo uso da remaceragéo, por ser uma extracdo
a frio, com o menor risco de reagcbes quimica e formacdo de artefatos decorrentes
acdo combinada entre solventes e temperaturas elevadas, além disso, a renovacgao
constante do solvente possibilita um maior rendimento do extrato (YUNES, 2001).
Para a obtencdo do extrato bruto foi usado o metanol, que consegue extrair

pY

compostos de baixa polaridade a polares. O rendimento do extrato foi de 22 %.
Parte do extrato foi fracionado por particdo liquido-liquido, obtendo cinco fracbes de
diferentes polaridades. A massa da fracdo hidrometandlica ainda nao foi determinada
devido a impossibilidade de seca-la completamente no rotaevaporador a 40 °C. As

massas e os rendimentos das fragdes encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1- Rendimento das fragdes obtidas do fracionamento do extrato bruto.

Amostras Massa (mg) % rendimento®®
Fr. hexanica 98 4,7
Fr. cloroférmica 286 13,6
Fr. acetato de etila 50 2,4
Fr. hidrometandlica ND -

aRendimento=(massa da fracdo/massa do extrato bruto) x 100. ND, N&o determinado.

Analise qualitativa da atividade antioxidante

A fracdo hexanica oriunda da particdo do extrato bruto foi analisada por CCD
em silica gel usando como fase modvel hexano:AcOEt (8:2). Observa-se no
cromatograma (Figura 2a) manchas com florescéncia azul em 365 nm, sugerindo a
presenca de cumarinas na amostra. Quando a cromatoplaca foi revelada com
anisaldeido sulfarico, foram observadas manchas roxa e lilas (Figura 2b), permitido
inferir a presenca de terpenos e esteroides, respectivamente na amostra. Como se
observa no cromatograma apresentado na Figura 2c, a fragdo hexanica né&o
apresentou compostos com potencial oxidante.

Segundo Lino e colaboradores (1997), as cumarinas sdo 0S principais
constituintes quimicos nas folhas de J. pectoralis, e sdo responsaveis pelas

atividades analgésica e anti-inflamatoria atribuidas a planta.

Figura 2- Cromatogramas da fracdo hexanica, revelador (a) UV 365 nm, (b)
anisaldeido sulfarico, (c) DPPH 0,4 mmol.L2.

(a) (b) (c)
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As fracGes cloroféormica e acetato de etila foram submetidas a analise por
CCD em silica gel e fase movel n-butanol:acido acético:agua (6:1:2). Observa-se no
cromatograma apresentado na Figura 3, manchas amareladas sob fundo roxo,
referentes a reducdo do radical DPPH, sugerindo a presenca de compostos

antioxidantes nas fracdes estudadas.

Figura 3- Cromatogramas das fragbes cloroférmica (1) e acetato de etila (2),
revelador DPPH a 0,4 mmol.L™.

Esses resultados condizem com a prospecc¢dao fitoquimica realizado por Silva
e Peixoto (2013), em que detectaram a presenca terpenos, esteroides, flavonoides,
entre outros, nas folhas de J. thunbergioides.

Os flavonoides sdo importantes metabdlitos secundarios encontrados em
plantas superiores, com poder antirradicalar. Em plantas do género Justicia ja foram
relatados nas folhas de J. spicigera (VAZQUEZ et al., 2013) e de J. gendarussa
(CORREA; ALCANTARA, 2012).

Analise quantitativa da atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato metandlico e suas respectivas fracdes de
particdo das folhas J. thunbergioides foi avaliada pelo método espectrofotométrico
utilizando-se o radical livre DPPH. A atividade antioxidante foi expressa pelo valor da
CEso (concentracdo eficiente), que corresponde a concentragcdo da amostra
necessaria para reduzir em 50 % a concentracdo inicial do DPPH. Assim quanto

maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera o valor da CEso, € maior
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sera a eficiéncia da amostra corlno antioidante. Os valores da CE50 foram otios a
partir da analise de regressao linear e mostraram boa correlacéo (r > 0,999).

O extrato bruto metandlico apresentou moderada atividade antioxidante com
CEso de 110,94 + 0,43 yg.mL2. Das fracBes provenientes do extrato bruto, a fracédo
acetato de etila mostrou-se a mais promissora como antioxidante com CEso < 17

ug.mL. Enguanto, a fragdo cloroférmica mostrou-se inativa com CEso> 200 ygmL™.

Consideracdes Finais

‘

No estudo da atividade antioxidante do extrato metandlico e fragdes obtidas
das folhas de J. thunbergioides, a fragdo acetato de etila apresentou-se como uma
promissora fonte de compostos antioxidantes, com CEso < 17 pug.mL™, no teste com
o radical livre DPPH.
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