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Resumo:

O bioma Cerrado apresenta uma rica biodiversidade de fauna e flora, porém, a degradacdo das formagfes
vegetais, realizada por diversas atividades antropicas impactantes, como o aumento da fronteira agricola, o
aumento da malha rodoviaria e o crescimento urbano, tem como consequéncia, a reducdo da diversidade
genética das espécies. Dentre as varias familias de plantas existentes no bioma Cerrado, destaca-se a familia
Acanthaceae que abarca cerca de 275 géneros e 4.000 espécies. Nesta familia, o género Justicia abrange
aproximadamente 2.000 espécies, e caracteriza-se por ser o maior género desta familia, e dentre as espécies
deste género, muitas sdo utilizadas popularmente e caracterizam-se principalmente pela presenca de
alcaléides, ligninas, flavonoides e terpenoides que sdo compostos responsaveis pelo potencial farmacoldgico
apresentado. Entretanto, para que haja uma real identificacdo das espécies do género Justicia faz-se
necessaria a realizacdo do controle morfoanatémico das espécies. Espécies pertencentes a este género sdo
utilizadas para tratamento de asma, tosse e bronquite, contudo, os estudos morfoanatdmicos e fitoquimicos
de J. pectoralis ainda sédo escassos e se fazem necessarios para o controle de qualidade desta planta ja que
a mesma é utilizada como fitoterapico. Com o objetivo de realizar o controle de qualidade vegetal da Justicia
pectoralis Jacq. (ACANTHACEAE) foi realizada a caracterizacdo morfolégica e microscépica da folha, a
extracdo, qualificacdo e quantificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial e a prospeccao fitoquimica
da espécie. Através das andlises da prospeccdo fitoquimica observou-se a presenca de saponinas e

cumarinas e tracos de heterosideos flavonoides e cardioativos. A andlise morfoanatbmica demonstrou uma
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similaridade com membros da familia Acanthaceae. A analise do 6leo essencial demonstrou a presenca de

diversos compostos que sugerem a acao farmacoldgica da planta, podendo este farmacdgeno ser explorado
para a obtencdo dos compostos bioativos identificados, pois 0 seu processo de obtencéo utiliza as folhas sem
comprometer a sobrevivéncia da planta como um todo e atividade antimicrobiana similar aos resultados

realizados para espécimes desta familia.

Palavras-Chave: Cerrado, bioprospecting, phytochemicals.

Justicia L. (ACANTHACEAE) IN CERRADO BIOME: EVALUATION OF
ESSENTIAL OIL TOXICITY IN Justicia pectoralis Jacq.

Abstract:

The Cerrado biome presents a rich biodiversity of fauna and flora, however, the degradation of plant
formations, carried out by several impacting anthropic activities, such as the increase of the agricultural
frontier, the increase of the road network and the urban growth, has as a consequence, the reduction genetic
diversity of species. Among the several families of plants in the Cerrado biome, the Acanthaceae family, which
covers about 275 genera and 4,000 species, stands out. In this family, the genus Justicia covers
approximately 2,000 species, and is characterized by being the largest genus of this family, and among the
species of this genus, many are popularly used and are characterized mainly by the presence of alkaloids,
lignins, flavonoids and terpenoids that are compounds responsible for the pharmacological potential
presented. However, in order to have a real identification of the species of the genus Justicia, it is necessary to
perform the morphoanatomic control of the species. Species belonging to this genus are used for the
treatment of asthma, cough and bronchitis, however, the morpho-anatomical and phytochemical studies of J.
pectoralis are still scarce and are necessary for the quality control of this plant since it is used as a
phytotherapic. With the objective of performing the plant quality control of Justicia pectoralis Jacq.
(ACANTHACEAE) was carried out the morphological and microscopic characterization of the leaf, the
extraction, qualification and quantification of the chemical constituents of the essential oil and the
phytochemical prospection of the species. Through the analyzes of phytochemical prospecting, the presence
of saponins and coumarins and traits of flavonoid and cardioactive heterosides were observed. The
morphological analysis showed a similarity with members of the Acanthaceae family. The analysis of the
essential oil demonstrated the presence of several compounds that suggest the pharmacological action of the

plant, and this pharmacogen can be exploited to obtain the identified bioactive compounds, because its
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process of utilization uses the leaves without compromising the survival of the plant as a whole and

antimicrobial activity similar to results for specimens of this family.

Keywords: Cerrado, bioprospecting, phytochemicals
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1. Introducdo:

Sendo uma das praticas mais antigas efetuada pela humanidade, o emprego de plantas com
fins medicinais, para tratamento, cura e prevencdo de doencas € algo predominante, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), por meio de pesquisas 80% da populacdo mundial faz uso
de medicamentos derivados de plantas medicinais. No Brasil pesquisas demonstram que 91,9% da
populagao fizeram uso de alguma planta medicinal ou preparagéo destas, uma vez que 46% da

mesma mantém cultivo caseiro dessas plantas (ROSA et al., 2011).

Apesar da alta representatividade na flora brasileira, um arsenal de substancias ainda nédo e
completamente explorada na sua biodiversidade, destaca-se a familia botanica Acanthaceae que é
produtora de protétipos com possivel potencial terapéutico de grande importancia. A familia abrange
cerca de 3500 espécies compreendidas em média 200 géneros, estando extensivamente distribuida
entre os tropicos de todo o mundo, no Brasil ocorrem aproximadamente 40 géneros e 500 espécies,
a maioria ocorrendo nas formacdes florestais do sudeste e centro oeste (Wasshausen & Wood 2004;
Souza & Lorenzi 2005).

A espécie Justicia pectoralis Jacq, pertencente a familia citada € o género mais
representativo, popularmente conhecida como comel, trevo-cumaru, chamba, anador, melhoral ou
novalgina. Conforme o trabalho realizado por Venancio et al. (2011), sua utilizacdo medicinal é
devido atuacdo de varios efeitos, dentre eles: analgésico, anti-inflamatdrio, antimicrobiano e

broncodilatador.

Os oOleos essenciais sdo considerados como 0s elementos volateis presentes em muitos
orgaos vegetais, e, estdo associados com inumeras fun¢des necessarias a sobrevivéncia da planta,
por exercerem funcao relevante na defesa contra microrganismos (SIQUI et al., 2000). Logo, se tem
plantas que sao consideradas estabelecidas algumas propriedades farmacoldgicas de O6leos
essenciais tendo acdo anestésica local anti-séptica (cravo-da-india) devido ao eugenol; acdo anti-
inflamatéria (azulenos) como a camomila; acdo anti-séptica correspondente a presenca de citral,
geraniol, linalol e tinol (SILVA SANTOS et al., 2006).

Na familia Acanthaceae néo seria diferente, sua importancia medicinal em relacdo ao seu

teor de 6leo essencial. Uma vez que géneros tais como Acanthus, Barleria, Blepharis, Brillantaisia,
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Clinacanthus, Hypoestes e Thunbergia sédo significantes fontes de Oleos essenciais (LEAL et
al.,2000; OLIVEIRA, 1995; OLIVEIRA et al., 2000).

Desta forma objetivou-se nesse estudo investigar a avaliagcéo toxicologica de 6leo essencial
das folhas de Justicia pectoralis Jacq. visto que, este apresenta diversos compostos que sugerem a

acdo farmacoldgica da planta.

2. Material e métodos:

Extracdo do 6leo essencial

O processo de extracdo do Oleo essencial foi realizado no Laboratério de Quimica
Instrumental da Universidade Estadual de Goias (campus Anapolis). Utilizou-se uma amostra de 8,0
g da espécie J. nodicaulis. O 6leo essencial da espécie foi extraido por hidrodestilacdo em aparelho
tipo Clevenger modificado por 2 horas. Em funcédo do pequeno volume de 6leo obtido, utilizou-se 10
ml de éter etilico UV/ HPLC espectroscopico da marca Vetec, a fim de se obter o melhor
aproveitamento do Oleo extraido. A amostra sofreu evaporacdo do éter e peso da amostra foi
calculado pela diferenca entre os frascos com e sem a amostra. Em seguida foi acondicionada em

freezer para analises posteriores.
Atividade antimicrobiana

Foi submetido aos testes de atividade antibacteriana o 6leo essencial obtido das folhas de
Justicia pectoralis. Os testes de microdiluigdo em caldo para o ensaio microbiolégico foram
realizados conforme recomendacdes do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). 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 6xido-reducgéo (SALVAT; ANTONNACCI; FORTUNATO, 2001).

Foram utilizadas cepas-padrdo American Type Culture Collection (ATCC), de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (bactérias Gram+) e Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (bactérias Gram-) na determinacdo da concentracdo minima inibitoria
(CMI) mantidas no Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual de Goias (UEG), campus

Andpolis.
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As bactérias foram entdo repicadas para meio agar BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas a
35°C por 24 horas. Em seguida, foram transferidas de 3 a 5 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.
Ap6s a incubacdo, os tubos foram novamente homogeneizados em voértex com posterior
fracionamento de aliquotas de 1 ml em microtubos do tipo eppendorfs, previamente esterilizados e
identificados. Os eppendorfs foram mantidos em geladeira durante sete dias a 8°C e congelados em

freezer a -20°C.
Preparo dos In6culos

Para o preparo dos inoculos, os eppendorfs foram retirados do freezer até adquirirem
temperatura ambiente. As cepas foram reativadas pela técnica do esgotamento. Os microrganismos
foram inoculados com auxilio de alca de platina em placas contendo agar Muller Hinton (MH) e em
seguida incubados a 35°C por 24 horas. Apés incubacdo dos microrganismos em estufa, foram
transferidas de 3 a 5 coldnias isoladas e tipicas para um tubo com 5 mL de solucéo fisiolégica 0,9%.
Obteve-se uma turvagéo correspondente a 0,5 da escala de McFarland (108 UFC ml™Y), por leitura no
espectrofotdmetro a 625nm (79,4% a 83,2% de transmitancia). A solucao foi entdo diluida utilizando
0,5 ml da suspenséo de microrganismos e 4,5 ml de solucao fisiologica 0,9%, atingindo, portanto, a
concentracdo de células de 10" UFC ml*. O procedimento foi realizado 15 minutos antes da

inoculacéo nos pocos das placas de CMI.
Preparo da amostra

A amostra do 6leo essencial foi solubilizada acrescentando Tween 80® a 0,02% e diluida em
caldo MH de modo a obter uma concentracao de 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 pg.ml'1.

Preparo do antibiético

As diluicdes do antibiético cloranfenicol foram preparadas conforme recomendado pelo CLSI
(2010), nas concentracbes de 64, 32, 16, 8, 4, 2 e 1 ug.mli™, sendo utilizadas como controle para
validagdo da técnica. Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar para
evitar contaminacdes cruzadas. Apdés o preparo das diluicdes foram pipetados em microplacas

estéreis de 96 pogos, providas de tampas, 100 ul de cada concentracdo do antibidtico da coluna 1
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m pipetados 100 ul de

caldo Muller Hinton (MH) com o inéculo das bactérias a serem testadas, sendo este, portanto, o
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 inéculo que foram utilizados como controle da
esterilidade do meio — controle negativo - CN. Apbés o preenchimento das placas, 5 ul de cada
indculo 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 e incubada a 35°C por 22 horas. ApoOs o periodo de
incubacdo na estufa, foram acrescentados em todos os pogos 20 ul de resazurina 0,001% em

solucao fisiolégica 0,9% e a placa foi novamente incubada por 2 horas.
Ensaio microbioldgico para determinacédo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI)

ApoOs o preparo das diluicbes, foram pipetados em microplacas estéreis de 96 pocos,
providas de tampas, 100 ul de cada concentracdo do Oleo 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 ul de caldo Muller Hinton com o
indculo, 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 solucéo 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 yl de MH sem inéculo, com as respectivas
concentragdes do Oleo, sendo este, portanto, o controle da amostra. Na coluna 10, da linha F até a
H, foram pipetados 100 pl de MH sem inéculo que foram utilizados como controle da esterilidade do
meio — controle negativo — CN. ApGs o preenchimento das placas, 5 pl de cada in6culo das bactérias
a serem testadas foram depositados nos orificios dos pocos das colunas 1 a 7 e 11 e das linhas A a
D.

A leitura das placas com os microrganismos foi realizada através da comparacdo da
turvagdo das amostras nos pogos antes e apOs acrescentar a resazurina, sendo que o aumento da
turbidez ou opacidade no meio indica o crescimento de microrganismos (LENNETTE et al., 1985).
Dessa forma, a (CMI) foi definida como a menor concentragcdo capaz de inibir completamente o
crescimento microbiano, nos pogos de microdiluicdo detectada pela cor a olho nu mediante

utilizacao de resazurina como revelador visual (PEREIRA, 2010).
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3. Resultados e discusséao

Rendimento do 6leo essencial

O rendimento do Oleo essencial, em porcentagem (V/p), calculado a partir das amostras

coletadas empregadas na extracdo encontram-se expressos na tabela 1.

Tabela 1: Teor de 6leo essencial em porcentagem (v/p) das amostras de J. pectoralis coletadas em
Anapolis, GO.

Amostras Teor de 6leo essencial (% v/p)
Espécime 1 0,02
Espécime 2 0,06
Espécime 3 0,07
Espécime 4 0,14
Espécime 5 0,08

Fonte: Autor

Segundo Joseph (1988), em estudos sobre a composicdo quimica de Oleos essenciais, 0
rendimento encontrado para a espécie Justicia pectoralis coletada em Guadeloupe, na india, o
rendimento variou entre 0,4 a 0,3%. Neste sentido, sdo razoaveis os rendimentos encontrados para

as diferentes espécies de Justicia sp.
Atividade antibacteriana do 6leo essencial de J. pectoralis

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

utilizando cloranfenicol encontram-se destacados na tabela 2.

Tabela 2: Concentracdo Minima Inibitéria - CMI (ug.mL-1) do antitibiético cloranfenicol frente a

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas das cepas ATCC testadas.

Bactérias testadas Cloranfenicol (ug_ml-l)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 2
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 2
Escherichia coli ATCC 25312 2
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2

Fonte: Autor.
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Os resultados da concentragdo minima inibitéria (CMI) do ensaio microbiolégico para

avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial obtido das partes aéreas de J.

pectoralis estdo elencados na tabela 3.

Tabela 3 — Concentracao Minima Inibitoria - CMI (ug.mL-1) do éleo essencial de J. pectoralis frente a

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas das cepas ATCC testadas.

Bactérias testadas OE (pg.mi-1)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 125
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 125
Escherichia coli ATCC 25312 <2000
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1000

Fonte: Autor.

Utilizou-se a classificacdo de Holetz et. al. (2002) para a determinacdo da atividade
antimicrobiana da amostra do Oleo testada. De acordo com esta classificacdo, 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
ug.mi™* e 1000 pg.ml™* possuem atividade fraca e aqueles que possuem atividade antimicrobiana
acima de 1000 pg.ml* sdo considerados inativos. Ndo foi possivel a realizacdo da leitura da

atividade antimicrobiana em espectrofotometro devido a provavel interacdo da resazurina com

pigmentos e outras moléculas presentes no 6leo vegetal.

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 6leo 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.

A maioria dos 0Oleos voléateis, quando empregada em concentra¢des adequadas, apresenta a
propriedade de danificar os microrganismos, resultando nas atividades antimicética, antibacteriana e
antiviral (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017). A atividade antimicrobiana desses 6leos deve-se
a solubilidade na bicamada lipidica da membrana celular (VALERIANO et al., 2012). Desta forma, o0s

Oleos essenciais exercem papel fundamental na defesa contra microrganismos.
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essenciais de cinco

espécies de Eucalyptus (E. cloeziana, E. citriododra, E. saligna, E. grandis e E. microcorys)
cultivadas em Goias. Verificaram que todos os 0Oleos testados foram ativos contra Staphylococcus
aureus, bem como para Escherichia coli, com excecdo do Oleo de E. mycrocorys que nao
apresentou atividade inibitoria sobre esta cepa. Os 6leos obtidos de E. cytriodora e E. grandis nao
apresentaram atividade antibacteriana para Salmonella choleraeseus mas os 6leos das outras 3

espécies investigadas mostraram resultados satisfatérios na inibicdo desse microrganismo.

4. Conclusodes

De acordo com os constituintes verificados nos 6leos essenciais da espécie de Justicia
estudada, péde-se perceber que a analise da composicado dos 0leos essenciais pode ser importante
como subsidio para a quimiotaxonomia, uma vez que este género apresenta espécies diferentes que
se assemelham morfologicamente, tornando dificil a distincdo das espécies baseada apenas em

caracteres morfoldgicos.

Conclui-se que a atividade bactericida do 6leo essencial obtido das partes aéreas de J.
pectoralis foi satisfatéria, uma vez que, apesar de uma cepa de Escherichia coli ter demonstrado
resisténcia, o Oleo apresentou fraca acdo antibacteriana sobre Pseudomonas aeroginosa e

moderada atividade antibacteriana sobre as cepas de Staphylococcus aureus e S. epidermidis.
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