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RESUMO:

Justicia thunbergioides (Acanthaceae) é uma espécie vegetal pertencente ao bioma Cerrado, cujo género é conhecido
por apresentar diversas atividades bioldgicas, dentre elas a atividade anti-inflamatdria. Estudos de bioprospec¢édo
identificaram na espécie a presenga de heterosideos antraquindnicos, cardioativos, saponinicos, alcaloides, flavondides,
cumarinas e taninos. Portanto, o objetivo deste trabalho é realizar o estudo fitoquimico e avaliar a atividade anti-
inflamatéria e toxicidade aguda do extrato aquoso e substancias isoladas obtidos da espécie vegetal J. thunbergioides
(Acanthaceae). A pesquisa € de natureza experimental quali-quantitativa exploratéria que serd realizada na regido de
Anépolis-Goiés. O estudo fitoquimico sera realizado segundo a Farmacopeia Brasileira. Para a avaliacdo da atividade
anti-inflamatoria sera utilizado o método de edema de orelha em camundongose o0 ensaio de toxicidade aguda sera
realizado sobre Artemia salina. Os resultados esperados visam contribuir para a identificacdo de metabdlitos
secundarios, caracterizagdo da atividade anti-inflamatdria e seguranga na utilizacdo do extrato aquoso das folhas desta
espécie.
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utilizagdo de espécies vegetais para fins terapéuticos é uma pratica muito antiga que ainda

tem adesio por uma grande parte da populagio, especialmente as mais carentes

(VERDAM, 2009). Esta forma de uso tradicional preocupa pesquisadores pelo fato de

que os usuarios de plantas medicinais nado considerarem os riscos de toxicidade e com
isso cresce o numero de reagoes adversas a estas plantas (FERNANDES, 2016; LEAL & TELLIS,
2015).

O estudo de plantas na busca por moléculas bioativas com mecanismo inovador tem
contribuido para a descoberta de novos farmacos indicados para diversas patologias (OLIVEIRA,
2012). A utilizagdo dessas substancias ativas é de grande importincia em protétipos para o
desenvolvimento de farmacos, seja como fitoterapicos e/ou como fonte de insumo ativo para industria
farmacéutica na fabricacio de medicamentos elaborados (PEIXOTO & SILVA, 2013). Estima-se que
25% das drogas descritas em farmacopeias modernas sejam moléculas semissintéticas isoladas de

plantas (SINGH et al., 2015).

A familia Acanthaceae apresenta destaque por ser uma familia relativamente grande, composta
por cerca de 3900 espécies distribuidas em 200 a 205 géneros (BERGIANSKA, 2015 apud EL-
GAZZAR et al, 2015).

O género Justicia compreende maior género da familia Acanthaceae, sendo composto por
cerca de 600 espécies amplamente estudadas por apresentarem compostos cuja atividade biologica se
manifesta em ac¢do anti-inflamatéria, antibacteriana, antifungica, antiasmatica, antitumoral,
nefroprotetora, antidiabética, estrogénica, prostragénica, antidiarreica, antimutagénica, antioxidante e
antidepressiva (VERDAM, 2009; JIN et al., 2014; MOURA, 2016; PAVAL et al., 2009; SAWATZKY
et al., 2006; SRIDHAR et al., 2006; MECKES et al., 2004; DAY et al., 2000; CHEN et al., 1996;
SANMUGAPRIYA et al., 2005; LEAL et al., 2000; CORREA & ALCANTARA, 2012).

Especialmente, a atividade anti-inflamatoria ja foi observada em diferentes espécies do género
Justicia. Sabe-se que na espécie [Justicia pectoralis, este efeito deve-se a presenca das cumarinas 1,2-
benzopirona (1) e umbeliferona (2) (VERDAM, 2009; JIN et al., 2014). Outro estudo mostrou que a J.
pectoralis exerce efeito anti-inflamatério em vias aéreas devido a diminuicao dos niveis de citocinas,
sento este efeito atribuido a presenca de 1,2-benzopirona  (cumarina) e 7-hidroxi-cumarina
(umbelifenona) (MOURA, 2016). Na espécie Justicia gendarussa a presenca de apigenina (3) e flavonodide
vitexina (4) confere atividade anti-inflamatéria tio relevante que, para tratamento da artrite, ja foi

relatada como similar ao uso do acido acetilsalicilico (PAVAL et al., 2009).




Estudo fitoquimico e avaliacao da atividade anti-inflamatoria e avaliacao da atividade anti-
inflamatoéria e toxicidade aguda da espécie vegetal Justicia thunbergioides (Lindau) (Acanthaceae).

VASCONCELOS, F.G.; ROSSETO, L.P.; NEVES, B.J.

Figura 01. Estrutura quimica dos compostos com atividade biolégica encontrados na

espécie vegetal [usticia pectoralis.
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Fonte: Adaptado de MOURA, 2016

Também nas espécies |. spicigera, |. prostata, ]. ciliata e |. Acuminatissima foram relatados efeitos
anti-inflamatérios devido a presenca de diferentes compostos, como apigenina, flavonoide, lignana
glicosilada, compostos fenodlicos, cumarina umbelifenona (SAWATZKY et al., 2006; SRIDHAR et al.,
2006; MECKES et al., 2004; DAY et al., 2000; CHEN et al., 1996; SANMUGAPRIYA et al., 2005;
LEAL et al., 2000).

Para a espécie |. acuminatissima, estudos de toxicologia aguda foram realizados com extrato
aquoso, por via oral, e ndo demonstraram toxicidade no modelo testado. No entanto, ha necessidade de
estudos de toxicologia subcronica e cronica para que se possa inferir sobre a seguranga do uso dessa

espécie (VERDAM, 2009).

Quanto a espécie vegetal [. thunbergioides, sabe-se que apresenta inflorescéncia reduzida e
bracteas folidceas que recobrem todo o calice, com periodo de floracio de janeiro a abril (VILAR,
2009). Sao escassos os estudos para esta espécie e devido a similaridade entre as classes de metabdlitos
secundarios (especiais) encontrados nos estudos de bioprospecc¢ao entre as espécies do mesmo género
ha a hipétese de que a J. thunbergidides apresenta atividade bioldgica, dentre elas, atividade anti-

inflamatéria. Sendo, portanto, necessario realizar estudos para a espécie vegetal |. thunbergidides a fim de
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isolar e identificar os compostos fitoquimicos, avaliando a atividade anti-inflamatéria e por meio de

avaliacdo de toxicidade aguda, predizer se ha seguranga no uso terapcutico da espécie.

Apesar de haver muitos estudos para o género Justicia, observa-se até onde se sabe, auséncia de
estudos fitoquimicos, de atividades farmacoldgicas envolvendo metabolitos secundarios da espécie J.
thunbergioides e também relatos de seu uso popular. Consequentemente, o presente projeto reforca a
necessidade de isolar as moléculas bioativas presentes na espécie vegetal, determinar « atividade anti-
inflamatoéria do seu extrato aquoso e das substancias isoladas e avaliar sua toxicidade aguda, podendo a
J. thunbergioides vir a ser usada como insumo ativo farmacolégico, contribuindo para a descoberta de

novos farmacos ou mesmo para uso popular.

Além disso, a comprovagao de importancia farmacoterapéutica da espécie pode servir de

apoio para politicas publicas mais eficazes de conservagao e protecao do bioma Cerrado.

Desse modo, a problematica apresenta-se em dois questionamentos:
e (QQuais sdo os metabolitos secundarios (especiais) presentes na J. thunbergioides?

e Estes compostos apresentam atividade anti-inflamatéria e seguranga para o uso

humano?

Sendo assim esta pesquisa tem por objetivo geral realizar o estudo fitoquimico e avaliar a
atividade anti-inflamatéria e toxicidade aguda dos extratos aquoso e substancias isoladas obtidos da

espécie vegetal Justicia thunbergioides (Acanthaceae).

Os objetivos especificos incluem:

e Preparar extratos brutos de diferentes polaridades das folhas da espécie vegetal .
thunbergioides(Acanthaceae),

e Fracionar os extratos brutos por meio de técnicas cromatograficas;

e Isolar e identificar estruturalmente substancias quimicas das folhas da espécie vegetal
Justicia  thunbergioides  (Acanthaceae), utilizando técnicas de analises espectroscopicas e
espectrométricas (ultravioleta, infravermelho, espectroscopia de massas e ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono);

e Avaliar a acdo anti-inflamatdria e toxicidade aguda do extrato aquoso e das swbstincias

Zsoladas obtidos das folhas de Justicia thunbergioides (Acanthaceae).
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METODOLOGIA
Tipo de Estudo

O projeto trata-se de uma pesquisa experimental quali-quantitativa exploratoria que serd
realizada na regido de Anapolis-Goias. A cobertura vegetal do municipio estd quase que totalmente
descaracterizada pela agdo do homem que ha décadas, vem substituindo as matas por cultura de cereais,
como arroz, milho, café e a formagao de pastagens para alimentagao do rebanho bovino. O municipio
localiza-se em uma area de tensio ecoldgica, ponto de contato entre o cerrado e a regiao da mata. O
Cerrado, predominante a leste, tem dois tipicos basicos de cobertura: o cerrado propriamente dito e o
campo cerrado. Existem inumeras plantas de uso na medicina popular nessa regido entre elas a espécie

vegetal de interesse [usticia thunbergioides (Acanthaceae).

Esta espécie é encontrada na Bolivia, norte da Argentina e no Brasil (Mato Grosso, Goias,
Minas Gerais, Bahia), em locais secos de baixa altitude (PEIXOTO & SILVA, 2013; VILAR, 2009),
sendo conhecida popularmente como jacobina (FONTES et al, [s.d.]) e ja foi descrita por haver
interesse em sua importancia econdmica e social devido a possivel atividade anti-inflamatéria (FILETO

et al., 2010).

As coletas acontecerdo nos locais de ocorréncia das espécies em estudo, bordas de mata e

cerrado na regiao de Anapolis — Goias.

Estudo fitoquimico

O estudo fitoquimico (produgao dos extratos, fracionamento, isolamento e identificagao de
substancias) sera realizado no Laboratério de Pesquisa e Biodiversidade (LAPEBIO) do Centro
Universitario UniEVANGELICA e a identificacio das principais classes de metabdlitos secundarios
serdo realizadas em colaboracio com a Universidade Estadual de Goias (UEG) e Universidade Federal

de Goias (UFG).

O material botanico sera preparado dessecando as folhas em estufa do tipo FABBE-PRIMA
com ventilagdo forcada a 40°C e, em seguida, triturado em moinho de facas WILLYE TECNAL
modelo TE 650. O p6 assim obtido sera devidamente identificado, acondicionado e armazenado até a

sua utilizagao nos experimentos.

Para a purificagao, isolamento e identificagdao das folhas da espécie em questao serdao utilizadas
técnicas de analises cromatograficas e espectroscopicas. O fracionamento e isolamento serdo efetuados

através da combinacdo das técnicas de cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada,

wu
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Para a identificacio estrutural de substancias quimicas das folhas serdo realizadas analises em

espectroscopia no infravermelho (espectroscopia I17) e ultravioleta (UV) conforme metodologia (ANVISA,
2010), espectroscopia por ressonancia magnética nuclear de 1H, espectroscopia por ressonancia

magnética nuclear de 13¢ e RMN 2D com deteccOes inversas tais como a espectroscopia bidimensional
de coeréncia multiplo quantum heteronuclear a uma ligagao (HMBC) e espectroscopia bidimensional
envolvendo transicdes quanticas heteronucleares simples a uma ligagio (HSQC) (HOLZGRABE,
2010) analises espectrométricas através da espectrometria de massas (EM) (ANVISA, 2010).

Obtencao de extratos aquosos foliares da Justicia thunbergioides

A obten¢ao do extrato aquoso sera realizada no Laboratério de Pesquisa e Biodiversidade
(Lapebio) do Centro Universitirio de Anapolis — UniEVANGELICA. Apés coletadas, as folhas serdo
lavadas e secadas a sombra e sem sobreposicdao, por periodo de cinco dias. As folhas secas serdo
pulverizadas obtendo-se assim o extrato seco, do qual serao utilizadas 10 g do p6 em 100 mL de dgua
estéril até a fervura, que serdo em seguida macerados sob refrigeracio em recipientes protegidos da luz,
por dois dias. Os compostos extraidos serdo filtrados em papel-filtro obtendo-se assim o extrato

aquoso bruto, seguindo metodologia descrita por Furtado e colaboradores (2015).

Avaliacao da atividade anti-inflamatoria

Para a avaliagio anti-inflamatéria do extrato aquoso de J. thunbergioides obtido conforme
descrito no item 4.3 sera utilizado o método de edema de orelha em camundongos Swiss pesando entre
25 e 40 g provenientes do Biotério do Centro Universitario de Anapolis. Os animais serdo mantidos em
condi¢des de temperatura controlada (22 + 2 °C), ciclo claro/escuro de 12/12 h e com livre acesso a
agua e racao comercial. Os animais serao mantidos na sala de experimentagao durante pelo menos 1h

antes da realizagdo dos experimentos para adaptagao.

Inicialmente sera realizado um teste em branco, para obtencao de parametros de medida de
espessura e de peso de tecido auricular. Os animais serdo divididos em grupos de seis, conforme o uso
ou nio do extrato aquoso e¢/ou metabdlitos secundarios isolados das folhas de |. thunbergoides. Os
grupos controle serdo denominados: grupo controle negativo (GC N), tratados com 20 pL de
acetona/agua (7:3), gtupo controle positivo (GC P), tratados com dexametasona 0,1 mg/20 pL e grupo

Justicia (GJ) , todas tratados por via tépica. O método utilizado foi descrito por Tubaro e colaboradores
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(1985). Os animais serao deixados em jejum, com livre acesso a agua por um periodo de 12 horas antes
do protocolo experimental. O edema sera induzido pela aplicacdo topica de 6leo de créton (20 RL) na
orelha esquerda e orelha direita dos camundongos. O extrato aquoso e os metabdlitos secundarios de
Justicia thunbergioides serdo utilizados imediatamente apos a inducdo da dermatite, assim como as solugoes
utilizadas como controle, acetona e dexametasona 0,1 mg, respectivamente. Ap6s 6 horas a indugao da
inflamacdo, os animais serio submetidos a eutanisia com dose letal de fenobarbital 100mg/Kg e
biépsias com 6 mm de tecido auricular serdo coletadas com auxilio de um punch de bidpsia (MELO et
al. 20006). Sera estabelecida a diferenca de peso entre a amostra da orelha controle (esquerda) e a orelha

estimulada (direita), expressando os resultados obtidos em peso(g). (BERNARDELLI et al.,2011)

Todos os experimentos com animais serao realizados apds aprovacao do presente Projeto de

Pesquisa pelo Comité de Etica no uso de Animais da Universidade Federal de Goias.

Avaliacao da toxicidade aguda

Para avaliacao da toxicidade aguda sera utilizado o ensaio de toxicidade sobre Artemia salina
por meio da adaptaciao da metodologia de Meyer e colaboradores. (1982). Sera preparada uma solugao
com sal marinho na concentra¢io de 30 g L'eo pH ajustado entre 8,0 e 9,0, por meio de solugao 0,1
mol L' de NaOH. Esta soluc¢io sera utilizada para eclosio dos ovos de Artemia salina e no preparo das
demais dilui¢oes. Os ovos serdo colocados para eclodir na solu¢ao salina por 48 horas, com aeragao
constante a 25 °C.Serao transferidas cerca de 10 larvas de Artemia salina para tubos contendo a solugao
salina e amostras a serem testadas, nas seguintes concentragoes do extrato aquoso e das substancias
isoladas de Justicia thunbergioides: 10, 100, 500, 1000 e 1500 ppm. O ensaio sera realizado em triplicata de
amostras, sendo a contagem dos animais mortos e vivos realizada apds 24 horas. O teste serd

acompanhado de um controle negativo, somente com agua salina.

Analise dos dados

Ap6s a realizacdo do experimento para avaliagao de atividade anti-inflamatéria os resultados
serao enviados para analise estatistica sendo realizada a analise de variancia (ANOVA) seguido do teste

de Tukey’s Multiple Comparison Test.
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Quanto ao teste de toxicidade aguda, sera utilizada uma equagao linear simples para estimar a
concentragao de extrato responsavel por matar 50% das larvas de Artemia salina, valor representativo da

DL50.

Ao término dos 24 meses de coletas em campo, realizagao de analises fitoquimicas e testes in
vivo, os dados obtidos serdo organizados e preparados para elaboragao dos artigos cientificos e

relatérios técnicos a serem encaminhados a FAPEG e ao Centro Universitario de Andapolis

(UniEVANGELICA).

RESULTADOS ESPERADOS
Foi realizada prospeccio fitoquimica para identificagdo preliminar dos metabolitos
secundarios existentes no extrato seco da espécie J. thunbergioides e foram detectados alcaldides, taninos,

flavonoides, saponinas, cumarinas e tracos de antraquinonas. Nao foram detectadas resinas.

Especialmente a atividade anti-inflamatéria, desperta interesse médico devido a ampla
aplicagdo na pratica clinica, ja que substancias anti-inflamatdrias possuem trés agdes principais: agao
anti-inflamatéria, acdo analgésica e acdo antipirética (RANG et al., 2001). Tais efeitos podem ocorrer

devido a presenca de cumarinas e /ou flavonéides (SIMOES et al., 2003).

No entanto, alguns dos compostos detectados podem, também ser responsaveis por atividade
toxica. Sendo que quanto a toxicidade ja foram descritos o apiol, o safrol, as lignanas, os alcaloides
pirrozidinicos, os terpenos, as saponinas, as lactonas sesquiterpénicas e furanocumarinas (CAPASSO et

al., 2000).

Por meio desse trabalho pretende-se contribuir para a caracterizagio da atividade anti-
inflamatéria e seguranga na utilizagdo do extrato aquoso das folhas de Justicia thunbergioides
(Acanthaceae), visando melhor aproveitamento farmacoterapéutico desta espécie pertencente ao bioma

Cerrado.

CONCLUSOES

A espécie vegetal |. thunbergioides é promissora quanto as suas atividades bioldgicas,
especialmente a atividade anti-inflamatéria. Desse modo, os estudos 7 vive e isolamento de substancias
¢ de grande importancia na descoberta de uma opcio terapéutica para uso medicinal. Além disso, por

ser espécie encontrada no bioma Cerrado justifica-se ainda mais a preservagao deste bioma.
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Phytochemical study and evaluation of anti-inflammatory activity and evaluation of anti-
inflammatory activity and acute toxicity of plant species Justicia thunbergioides (Lindau)
(Acanthaceae).

ABSTRACT

Justicia thunbergioides (Acanthaceae) is a plant species belonging to the Cerrado biome, whose genus is
known to present several biological activities, among them the anti-inflammatory activity.
Bioprospecting studies identified the presence of anthraquinone, cardioactive, saponinic, alkaloid,
flavonoid, coumarin and tannin heterosides in the species. Therefore, the objective of this work is to
perform the phytochemical study and to evaluate the anti-inflammatory activity and acute toxicity of
aqueous extract and isolated substances obtained from the plant species J. thunbergioides
(Acanthaceae). The research is of exploratory qualitative-quantitative nature that will be carried out in
the region of Anapolis-Goias. The phytochemical study will be performed according to the Brazilian
Pharmacopoeia. For the evaluation of the anti-inflammatory activity will be used the method of ear
edema in mice the acute toxicity test will be performed on Artemia salina. The expected results aim to
contribute to the identification of secondary metabolites, characterization of the anti-inflammatory

activity and safety in the use of the aqueous extract of the leaves of this species.

Keywords: Medicinal plants. Secondary metabolites. Cerrado




