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Resumo:

Justicia thunbergioides (Lindau) Leonard e Justicia pectoralis Jacq pertencem a familia Acanthaceae, sendo
gue muitas espécies da mesma sdo amplamente utilizadas na medicina popular para o tratamento de
doencas respiratorias e gastrointestinais (CORREA et al., 2012). Neste sentido, este trabalho visa o uso da
imagem hiperespectral para distinguir as espécies J. thunbergioides e J. pectoralis, 0 estudo fitoquimico e a
atividade antioxidante das folhas de J. thunbergioides. A imagem hiperespectral de folhas secas e
pulverizadas das espécies de Justicia foram obtidas utilizando-se equipamento SisSUCHEMA da Specim,
Spectral Imaging Ltd. que produz imagens no infravermelho de ondas curtas (Short Wave Infrared; SWIR)
(TANKEU, et al., 2015; SANDASI, et al., 2014). Das folhas de J. thunbergioides foram obtidos os extratos
brutos (hexanico [HEX], diclorometanico [DC] e metandlico [ME]). O extrato DC foi fracionado por
cromatografia em coluna e as substancias identificadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas. A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos (HEX, DC e ME) de J. thunbergioides foi
realizado pelo método do DPPH (MELAGRAKI, et al.,, 2009). Na triagem fitoquimica das folhas de J.
thunbergioides verificou-se a presenca de heterosideos cardioativos, flavonoides, cumarinas, alcaloides e
saponinas e nas folhas de J. pectoralis a presenca de heterosideos antraquinénicos, cardioativos,
flavonoides, cumarinas e alcaldides. As analises de componentes principais (Principal Component Analysis,
PCA) mostrou uma distincdo clara e diferenciacdo entre as folhas das duas amostras de Justicia, sendo
considerado um método de controle de qualidade objetico e ndo destrutivo, justificando assim o uso dessa
tecnologia na comparagéo da autenticidade de matérias-primas vegetas. O extrato ME apresentou forte agéo
antioxidante inibindo o radical DPPH (0,5 mmol/mL) em cerca de em cerca de 75% nha presenca da
concentracao a 12 ug/mL e ICs, de 3,2 pg/mL, apresentando potente atividade antioxidante (AAl > 2), sendo
mais eficiente que o extrato DC de J. thunbergioides o qual foi obtido ICs,= 78,5 e AAI de 0,25 considerado
baixa atividade antioxidante (AAl < 0,5), assim como o0 extrato HEX que apresentou uma atividade menor
ainda, com AAIl = 0,11 (baixo potencial antioxidante) e o ICs, obtido foi muito superior (186,38). No extrato DC
foram identificados 29 compostos, entre eles, terpenos, hidrocarbonetos, cetonas; aldeidos, alcoois graxos,
lignanas, vitamina E e B-sitosterol. Estudos de atividade antioxidante e identificacdo de compostos quimicos
foram relatados pela primeira vez em J. thunbergioides.

Palavras-Chave: Justicia thunbergioides. Justicia pectoralis. Acanthaceae. Fitoquimica. Atividade
antioxidante. Controle de qualidade.
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Abstract:

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

Keywords: Justicia thunbergioides. Justicia pectoralis. Acanthaceae. Phytochemistry. Antioxidant activity.
Quialitycontrol.
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1. Introducdo:

O Brasil apresenta a flora mais rica do mundo, com uma estimativa de mais de 55.000
espécies, incluindo catalogadas, desconhecidas ou nado registradas. Isto representa
aproximadamente 22% da flora mundial, distribuida em seis biomas continentais brasileiros:
Amazonia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal e Pampa (BRASIL, 2018). Pelo menos a
metade pode ter alguma propriedade terapéutica util a populacdo, porém nem 1% dessas espécies
com potencial terapéutico possui estudos adequados (GIULIETTI et.al, 2005), s endo, portanto, um
celeiro para pesquisa de substancias novas, de interesse biolégico ou nao.

Os produtos naturais possuem fitoativos, ou seja, componentes quimicos que conferem as
plantas medicinais atividade terapéutica. Estes, por sua vez, sdo provenientes do metabolismo
secundario das plantas e podem ser divididos em trés grupos quimicamente distintos: terpenos,
compostos fenolicos e compostos nitrogenados. A fitoquimica tem por objetivo fornecer
informacBes relevantes da presenca de metabdlitos secundarios (ou especiais) presentes nas
plantas, através de etapas de identificacdo, isolamento e elucidacdo estrutural dos constituintes
mais importantes do vegetal, responséaveis ou ndo pela acéo bioldgica (ARAUJO, 2014).

A familia botanica Acanthaceae, possui ampla distribuicdo nas regibes tropicais de todo o
mundo, alcancando algumas areas temperadas, com cerca de 250 géneros e aproximadamente
4000 espécies. Os dois géneros de maior expressividade sao Justicia, com 350 a 900 espécies e
Ruellia, apresentando cerca de 250 espécies. No Brasil estima-se que ocorram cerca de 41
géneros e 550 espécies, sendo que pelo menos 254 espécies sdo endémicas, com grande
concentracdo das espécies na regido Sudeste e Centro-Oeste (SARTIN, 2015; LEAL, et al., 2017).

A flora das Acanthaceae para o estado de Goias ainda nédo foi finalizada. Entretanto, em
levantamentos baseados em material de herbério, foi apontado a ocorréncia de 48 espécies em 8
géneros (VILLAR, 2009).

Entre as 36 espécies de Justicia estudadas, 15 espécies foram encontradas nas Américas, 13
espécies na Asia, e 8 espécies na Africa. Entre elas, 31 espécies possuem informacées
etnofarmacoldgicas/farmacoldgicas, 23 espécies foram quimicamente investigadas e apenas 18
espécies foram quimica e biologicamente estudadas, principalmente na ultima década. As espécies
mais estudadas sdo Justicia pectoralis Jacq., Justicia procumbens L., Justicia gendarussa Burm. f.,

eJusticia anselliana (News) T. Anderson. Consequentemente, o potencial fitoquimico e biolégico de
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outras espécies de Justicia precisam ser explorados (CORREA, et al., 2012).

Muitas espécies de Justicia sdo usadas na medicina popular para o tratamento de processos
inflamatoérios, de doencas respiratorias e gastrointestinais. As plantas também sé&o utilizadas pelos
seus efeitos sobre o sistema nervoso central como alucinégenos, agentes soniferos, sedativos,
antidepressivos, para tratamentos da epilepsia e outras perturbac6es mentais. Outras espécies sdo
popularmente utilizadas no tratamento de dor de cabeca e febre, tuberculose, reumatismo,
giardicida, cancer, diabetes e HIV (CORREA et. al., 2012; CORREA, et al., 2013).

J. thunbergioides (Lindau) Leonard pertence ao género Justicia Linnaes e possui distribuicéo
no bioma Cerrado. E encontrada na Bolivia, norte da Argentina e no Brasil. No Brasil, encontra-se
distribuida nos Estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, S&o Paulo, Paraiba (SOUSA et al.; 2016).

Essa espécie é caracterizada pela inflorescéncia com flores solitarias e subtendidas por uma
bractea grande e folidcea com as nervuras bem marcadas (Figura 1). Cresce preferencialmente
em florestas secas em baixas altitudes em areas de calcério e sua floragdo no verdo ao outono e
frutificacdo do final do outono e no inverno (PEIXOTO, 2013; SOUSA et al.; 2016). Nao ha, até
onde se sabe, nenhum metabdlito secundario identificado e nem mesmo estudos de atividade

bioldgica de J. thunbergioides.

Figura 1 - Justicia thunbergioides (ACANTHACEAE) — A) Aspecto geral da

planta. B) Flores.

Fonte: Autores, 2018.
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1.1. Materiais e Métodos

As folhas de J. thunbergioides foram coletadas nas proximidades do Corrego do Ouro,
Brasilia, Distrito Federal, Brasil (15°30°S, 47°57°"W) em maio de 2016. As folhas de J. pectoralis
foram coletadas na Casa de Vegetacdo no Centro Universitario de Anapolis-UniEVANGELICA,
Andpolis, Goias, Brasil (16°34'50"S e 48°92'88"W), em fevereiro de 2017. Os materiais vegetais
foram secos em estufa com circulacdo de ar interna, (40°C) durante 7 dias e pulverizados em
moinho de faca rotativa (WILLYE TECNAL, modelo TE 650), (OLIVEIRA e AKISUE, 1998).

Os extratos brutos foram obtidos a partir do material seco e pulverizado das folhas de J.
thunbergioides (250 g) através da técnica de maceracdo dindmica a frio. Foram obtidos 7g de
extrato [HEX], 10g de extrato [DC] e 629 de extrato [ME].

Para identificacdo de heterosideos antraquindnicos; heterosideos cardioativos; flavonoides;
saponinas; taninos; alcaloides e cumarinas.prospeccao fitoquimica foram utilizadas metodologias
adaptadas de Costa (2001), Matos (1988), Matos & Matos (1989) e Simdes et al. (2017).

Os materiais vegetais secos e pulverizados de J. thunbergioides e J. pectoralis foram
analisados por imagem hiperespectral afim de comparar quimicamente essas espécies (TANKEU, et
al., 2015; SANDASI, et al., 2014).

A atividade antioxidante para os extratos brutos de diferentes polaridades (hexanico,
diclometanico e metandlico) de J. thunbergioides foi realizada pela captura do radical livre 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) (MELAGRAKI, et al., 2009).

Para a identificacdo de compostos no extrato [DC] das folhas de J. thunbergioides foi
realizado o fracionamento através do processo de filtracdo seletiva em funil sinterizado utilizando
como meio filtrante silica-gel (60g) de 6 nm de didmetro de poro da marca Acros Organic
(FERNANDES, 2016). Foram obtidas as frac6es: hexano (JTFDH), diclorometano (JTFDD), acetato
de etila (JTFDA) e metanol (JWFDM). As fracdbes JTFDD e JTFDA foram analisadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectro de massas (CG-EM) e seus compostos foram
identificados através da comparacdo dos seus indices de retencdo e espectros de massas com
agueles existentes na literatura (ADAMS,1995; JARDIN, et al., 2008; ANDRIAMAHARAVO et al.,
2014; KURASHOQV et al., 2014; BOULANGER et al., 2000; SEO et al., 2005; PETRAKIS et al.,
2001; ANDRIAMAHARAVO et al., 2014; VEDERNIKOV et al., 2010; ISIDOROV et al., 2008)

1.2.Resultados e Discussao
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hunbergioides e J.

pectoralis foi possivel verificar que as mesmas seguem o padrdo da familia Acanthaceae, uma
vez gue, para as seguintes classes de metabdlitos secundarios: Heterosideos antraquinénicos,
heterosideos cardioativos, flavonoides e cumarinas, a presente pesquisa segue perfil
semelhante aos estudos ja realizados para a espécie (VARGEM, 2015; RODRIGUES, 2017;

LIMA, 2017), indicando-0s como potenciais marcadores quimiotaxondmicos.

Quadro 1 - Principais classes de metabdlitos secundarios detectados nas folhas secas e
pulverizadas de J. pectoralis e J. thunbergioides.

Reacao de caracterizacao J. pectoralis J. thunbergioides
HeterosideosAntraquindnicos + -
HeterosideosCardioativos + +
Heterosideos Flavonoides + +
HeterosideosSaponinicos + +
Taninos - /
Alcaloides + +
Cumarinas + +

Legenda: Reacdao positiva (+); Reacéo negativa (-). Tragos (/). Fonte: Prépria autora, 2018.

Na literatura consta apenas um trabalho sobre o perfil quimico da espécie J. thunbergioides
(PEIXOTO, 2013) onde este segue perfil semelhante ao encontrado na presente pesquisa para a
presenca de: heterosideos cardioativos, flavonoides e cumarinas; e auséncia: heterosideos
antraquinbnicos e alcaloides. Os resultados desta pesquisa para heterosideos saponinicos e
taninos, apresentaram divergéncia com a analise fitoquimica realizada por PEIXOTO (2013).
Segundo Freitas et al. (2004) a producao de metabdlitos secundarios pela planta ocorre em funcéo
da interacdo planta versus ambiente em resposta a fatores quimicos (pH, temperatura, pH e
umidade) e bioldgicos (Agua, solo e fotossintese), nutrientes do solo, poluigdo atmosférica, altitude,
inducéo por estimulos mecéanicos ou ataque de patdégenos, assim como horario de coleta e modo
de preparo do material vegetal para analise. Este fato pode explicar a diferenca no perfil quimico,

de uma mesma espécie, encontrado atraves de estudo fitoquimico de um autor para outro.
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As andlises dos espectros de Infravermelho de onda curta (SWIR) das folhas secas e

pulverizadas de J. pectoralis e J. thunbergioides (Figura 2) ndo demonstraram caracteristicas
distintivas que podiam ser usadas para diferenciar ambas as espécies. Nesse caso, fez-se
necessario o uso da andlise de componentes principais (PCA) para observar as diferencas visuais

entre as espécies a partir de imagens de pontos e graficos de dispersao.

Figura 2 - Imagens espectrais de infravermelho de onda curta (SWIR) das folhas de J.
pectoralis e J.thunbergioides.
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Fonte: Propria autora, 2018.

A Figura 3(a) mostra a HSI obtida de trés amostras das folhas secas e pulverizadas de J.
pectoralis e trés amostras de J. thunbergioides. A Figura 3(b) e 3(c) apresentam a PCA obtida com
as 6 amostras, gerando dois agrupamentos distintos: o agrupamento a direita sdo referentes aos
pixels das amostras de J. pectoralis enquanto os da esquerda aos pixels de J. thunbergioides. Tais
agrupamentos destacam justamente a variacdo quimica entre as espécies. As folhas de J.
pectoralis apresentou um perfil de cores semelhantes ao de J. thunbergioides. E possivel observar

uma alta densidade de cores (vermelho) no interior das imagens e densidade de cores mais baixa
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(azul escuro) no exterior de ambas as imagens, evidenciando que o perfil quimico é semelhante

nas espécies analisadas.

A HSI-SWIR permitiu visualizar a distribuicdo espacial dos varios componentes quimicos nas
espécies J. pectoralis e J. thunbergioides de modo que os metabdlitos semelhantes foram
distinguiveis a partir da densidade de cores. Neste sentido, observou-se que ambas as espécies
vegetais apresentaram assinatura espectral semelhantes, sendo considerado um meétodo de
controle de qualidade objetivo e ndo destrutivo, justificando assim o uso dessa tecnologia na

comparacao da autenticidade de matérias-primas vegetais.

Figura 3 - HSI de trés amostras de p6 de J. pectoralis e trés J. thunbergioides (a)
juntamente com os escores da PCA destas amostras (b) e (c).
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Fonte: Propria autora, 2018.

A impressao digital quimica baseada em varias técnicas analiticas tem sido utilizada no
controle de qualidade de produtos fitoterapicos e produtos relacionados. Algumas técnicas usadas
para esse fim incluem cromatografia de camada fina de alto desempenho (High-Performance Thin-
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performance liquid

chromatography, HPLC), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (Gas
Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS). Estes meétodos requerem
preparacdo complicada e grande quantidade de amostras, pessoal especializado e tempo de
analise mais longo além de ser um método destrutivo (DJOKAM et al 2017).

Sendo assim, o método de controle de qualidade através do uso da imagem hiperespectral
(HyperSpectral Image, HSI) € uma andlise ndo destrutiva que permite rapidamente autenticar
materiais vegetais (DJOKAM et al., 2017, GRAHN; GELADI, 2007).

Baseado na concentracdo inibitoria (ICs0), assim como no index de atividade antioxidante
(AAl), a atividade antioxidante para os trés extratos brutos (HEX, DC e ME) de J. thunbergioides
foram determinadas através do consumo de DPPH. Neste sentido, quanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, menor sera a sua ICsy e consequentemente melhor sera sua atividade
antioxidante (PAULO, 2016). Dessa maneira, o extrato metandlico apresentou uma maior atividade
antioxidante (ICsp de 3,2 pg/mL) em comparagdo com os extratos hexanico (ICso= 186,38 pg/mL) e
diclorometénico (ICso= 78,5 pg/mL), (Tabela 1).

Scherer et. al., 2009, considera que, 0s extratos vegetais apresentam baixa atividade
antioxidante quando index de atividade antioxidante (AAI) é menor que 0,5, moderada atividade
antioxidante quando AAIl encontra-se entre 0,5 e 1,0, forte atividade antioxidante quando AAI
encontra-se entre 1,0 e 2,0, e o AAl muito forte quando maior que 2,0. Neste estudo o AAI (
concentracdo final de DPPH (19,71 pg/mL) / ICso (ug/mL) para o extrato hexanico foi de 0,10,
considerado baixa atividade antioxidante (AAI<0,5). O AAI para o extrato diclorometanico foi de
0,25, também sendo considerado como baixa atividade antioxidante (AAI<0,5). No entanto, o
extrato metandlico apresentou potente atividade antioxidante com AAI= 6,1 (AAl > 2), (Tabela 1).

Tabela 1l - Valores de IC5p €
AAIl para os extratos de J.
thunbergioides_ Extrato ICsq l.lg/mL AAl
Hexanico 186,38 0,10
Diclorometanico 78,5 0,25
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Metandlico 3,2 6,1
Legenda: ICsy, - Concentracdo inibitéria; AAI = index de atividade

antioxidante.Fonte: Prépria autora, 2018.

As analises por CG/EM permitiu identificar 16 compostos quimicos na particdo com acetato de
etila (JTFDA) do extrato bruto [DC] de J. thunbergioides. Os compostos identificados pertencem as
seguintes classes: Terpenos (1,8-Cineol, p-Cimen-8-ol, 2,6-Dimetil-octa-1,7-dien-3,6-diol, trans-p-
Menth-6-en-2,8-diol, Hidrato de carvona, Espatulenol, Oplopanona, Neofitadieno e (11E,13Z2)-
Labdadien-8-ol), Hidrocarboneto (Decano); Cetonas (Ciclooctanona); Alcool Graxo (1-Hexacosanol

e 1-Octacosanol); Lignanas (Sesamina), Vitamina E e (3-Sitosterol.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) permitiu detectar 14
compostos quimicos na particdo com diclorometano (JTFDD). Os compostos identificados
pertencem as seguintes classes: terpenos (Ascaridol, isoascaridol, S-oplopenona e esqualeno);
hidrocarbonetos (pentacosano, hexacosano, heptacosano e nonacosano) e aldeidos (octacosanal,

nonacosanal e triacontanal).

A acao antioxidante se dé& pela presenca de compostos fendlicos e flavonoides. Nesse estudo
foram identificados varios compostos antioxidantes, como € o caso do esqualeno, que € um lipidio
hidrocarboneto, pertencente ao grupo dos triterpenos, que ja mostrou sua atividade antioxidante
em estudo realizado por Wobeto (2007). Sesamina, uma lignana, que também exibe notavel
capacidade antioxidante, pelo aumento dos niveis de vitaminas C e E em varios tecidos (DAR, et
al., 2013) e a vitamina E relatada como sendo um dos antioxidantes mais importantes e que pode

atuar sobre os lipidios das membranas celulares (SILVA, 2013).

2. Conclusao
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Este estudo relata pela primeira vez a identificagdo de 29 metabdlitos secundérios nas folhas

de J. thunbergioides (Lindau) Leonard na fracdo diclorometénica e potente atividade antioxidante

(AAIl > 2) do extrato metanalico.
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