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Resumo: A espécie Justicia acuminatissima conhecida popularmente como “sara-tudo”
é uma planta que possui flores roseas, pertencente a familia Acanthaceae, € bastante
utilizada na medicina popular da Amazonia para tratar diversas enfermidades. Baseado
neste contexto, este trabalho procurou avaliar a integridade quimica dos preparos de J.
acuminatissima apos exposicdo a diferentes doses de radiacdo gama. Para esse estudo foi
realizada a extracdo dos constituintes quimicos das flores dessa espécie através do
processo de maceracdo. As avaliacdes cromatograficas realizadas com as amostras
obtidas permitiram detectar compostos fendlicos, triterpenos, saponinas e alcaloides.
Essas analises também mostraram que doses de até 20 kGy ndo afetam a integridade
quimica dos compostos presentes em J. acuminatissima. O extrato bruto em etanol
apresentou citotoxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina. Dessa forma, estes
resultados podem contribuir para o desenvolvimento de novos fitoterapicos com
possibilidades terapéuticas.

Palavras-chave: Acanthaceae, Justicia acuminatissima, Radiacdo gama.

1 INTRODUCAO

Acanthaceae é uma familia que recebe destaque dentre as muitas familias
vegetais presentes na flora brasileira, visto que, no Brasil compreende cerca de 40 géneros
e 542 espécies (BRAZ et al., 2002), apresenta grande quantidade de compostos quimicos
(PEREZ, 2004), sendo conhecida por apresentar espécies vegetais usadas como
medicamento para a febre e para a dor (CHEN,1996). De acordo com a literatura, muitas
espécies de Justicia sdo usadas pela medicina popular, principalmente para o tratamento
de problemas respiratorios (como broncodilatadores), doencas de pele, inflamacdes,
hemorroidas, disturbios de estbmago (como digestivo), febre, reumatismo, artrite, dor de
cabeca, dor de ouvido, cancer e HIV/SIDA (Corréa, 2013). A espécie Justicia
acuminatissima, pertencente a familia Acanthaceae, tem como sinonimia Justicia
calycina, sendo muito empregada popularmente na regido amazonica no tratamento de
diversas enfermidades e, por isso, é conhecida como “sara-tudo” (CORREA e
ALCANTARA, 2012).

Atualmente muitas plantas medicinais sdo tradicionalmente usadas como
medicamentos, assim, acredita-se que medicamentos fitoterapicos possuam menos efeitos
colaterais e sejam mais seguros para o consumo. Porém, a contaminagdo microbiologica
de plantas medicinais pode ocorrer durante o processamento de pré ou pos-colheita, sendo
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considerado um fator importante a ser analisado e combatido durante a producdo dos
fitoterapicos (SORIANI et al.,2005). A partir desses fatos, existe uma preocupacédo
constante com o consumidor em relacdo a qualidade das matérias-primas. Para isso,
pesquisas envolvendo eliminacdo da carga microbiana presente em plantas medicinais
sdo extremamente relevantes. A radiagdo gama fornece um método alternativo e efetivo
para reduzir ou eliminar a contaminacdo microbiana de ervas medicinais e outros
materiais vegetais (FARKAS,1998; ARAUJO et al., 2017).

Dessa forma, faz-se necessario a avaliacdo da composic¢do quimica das flores e
o0 estudo das atividades bioldgicas desta espécie, pois estes estudos poderdo contribuir
para o desenvolvimento de novos fitoterapicos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta do vegetal

As flores de Justicia acuminatissima foram coletadas de espécie localizadas nas
proximidades do municipio de Itacoatiara, nas coordenadas (S 03° 08’ 28,8 ¢ W 58° 26’
54,3”). Parte da amostra (300 g) foi selecionada para a extragdo e outra parte para
preparacdo de exsicata, que se encontra depositada no Herbario da Universidade Federal
do Amazonas, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas, sob o nimero 8270.

2.2 Preparo dos extratos e fracionamento

Uma aliquota contendo 150 g de flores in natura, foram macerados em etanol
absoluto. Apos filtracdo, o material obtido foi submetido ao evaporador rotatorio para
concentracdo do extrato bruto denominado (EJetOH). Esse procedimento foi realizado
durante cinco vezes até extracdo exaustiva dos constituintes quimicos por um periodo de
48 h a cada extracao.

Outra aliquota com 150 g de flores in natura, foram macerados com solventes
em ordem crescente de polaridade, a saber: hexano (FJH), diclorometano (FJD), acetato
de etila (FJA) e metanol (FJM). As amostras obtidas foram concentradas em evaporador
rotatdrio a pressao reduzida e seus rendimentos foram finalmente calculados. Para estes
procedimentos também foram realizadas extracfes exaustivas por um periodo de 48 h a
cada extracdo e troca de solventes. Aliquotas das amostras obtidas (FJH, FID, FJA, FIM
e EJetOH) foram submetidas a radiacdo gama, e posteriormente avaliadas por
cromatografia de camada fina.

2.3 Avaliacao em placas cromatograficas

O perfil quimico foi obtido direcionando-se o protocolo para avaliar a presenca
de terpenos, alcaloides, fenolicos e flavonoides, usando para isso reagentes reveladores
especificos, como: solucdo de NP/PGE, cloreto férrico, vanilina e Dragendoff.
(GUIMARAES,2005).

2.4 Radiacdo gama

As amostras obtidas foram irradiadas a doses variaveis de 1, 5, 10 e 20 kGy em
equipamento do tipo Irradiador Panoramico Mudltipropdsito de Categoria |,
Modelo/namero de série IR-214 e tipo GB-127, com fonte de Cobalto-60 estocada a seco
em atividade maxima de 2.200 TBq ou 60.000 Ci. Essa etapa foi realizada no Laboratério
de Irradiacdo Gama (Comissd@o Nacional de Energia Nuclear do CDTN em Belo
Horizonte - MG, sob orientacdo do Dr. Méarcio Tadeu Teixeira. As amostras irradiadas
foram avaliadas por Cromatografia de Camada Fina (CCF) com o objetivo de verificar a
integridade quimica dos compostos de J. acuminatissma.
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2.5 Teste de citotoxicidade em artemia salina

O teste citotoxicidade em Artemia salina foi realiza com o extrato bruto obtido
(EJetOH), que foram diluidos em DMSO nas concentragdes de 10 pg.mL™; 20 pg.mL?;
30 ug.mL%; 40 pg.mL%; 50 pg.mL? e 100 pg.mL* Em seguida, as amostras previamente
diluidas foram adicionadas em aliquotas de 5,0 mL de solucéo salina (solucdo 37% de sal
marinho) e, posteriormente, a solucédo foi acrescida de 10 larvas de A. salina por tubo de
ensaio. Os testes foram realizados em triplicata. Apds 24 h de incubagdo o0s
microcrustaceos imadveis ou depositados no fundo do tubo de ensaio foram considerados
como mortos (MEYER et al., 1982).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo realizada com 150g de flores da espécie J. acuminatissima com o
solvente etanol 95% no processo de extracdo a frio, foi obtido um rendimento médio de
6,67% para (EJetOH). Os rendimentos médios das fracdes extraidas com solventes em
ordem crescente de polaridade, foram FJH (2,3%), FID (5,4%), FJA (5,2%) e FIM
(6,1%). Este baixo rendimento pode ser justificado pelo fato de que os metabolitos
secundarios representam cerca de 1% de todo carbono total os vegetais (PINTO et al.,
2002). Tanto o método como o solvente utilizado influenciaram no rendimento e na
composicao dos extratos brutos obtidos, que pode ser baseado em mecanismos quimicos
diferentes, pois a solubilidade de substancias se da em fun¢do de uma afinidade quimica
existente entre as espécies do sistema em funcao de sua polaridade (FUMAGALI et al.,
2008).

3.1 Avaliacdo em placas cromatograficas

As Figuras 1(A),1(B) mostram as placas cromatogréficas realizadas com a
amostra EJetOH (extrato bruto) de Justicia acuminatissima e a Figura 1 (C) representa
uma comparacgdo entre o padrdo quercetina e a amostra EJeTOH. diluida em metanol e
reveladas na solugéo de Difenilborato 1% (solugéo NP) e PEG.

Figura 1 - Placas Cromatograficas.

Quercetina OH

As manchas esverdeadas indicam presenca de compostos fenolicos e as manchas
de cor azul fluorescente indicam a presenca de flavonoides. Um aspecto relevante
observado nesse ensaio é a comparacdo do extrato bruto em etanol das flores que
apresenta uma mancha semelhante e de mesmo fator de retencdo quando comparado com
0 padrdo de quercetina.

Assim, pode-se inferir que ha a possibilidade de existir este constituinte no
extrato bruto em etanol de J. acuminatissima, visto que, ha relatos da presenca de
quercetina em outras espécies do género Justicia (JESUS et al., 2012); (OLIVEIRA et
al., 2000).

Na prospecgdo fitoquimica realizada com o extrato bruto da espécie Justicia
acuminatissima foi detectado compostos fendlicos (flavonoides), visto que, ocorreu
mudanga de coloracdo da solugédo estoque em cada pH. A Figura 2 apresentou para pH 3
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coloracdo vermelho-purpura, pH 8,5 coloragéo escuro tendendo para o lil&s e para pH 11
apresentou coloracdo vermelho-alaranjado. Espécies deste género sdo conhecidas por
conter alcaloides, lignanas, compostos fendlicos, 6leos essenciais, flavonoides e aminas
aromaticas (OLIVEIRA, 2000); (CORREA; ALCANTARA, 2012).

Figura 2- Teste positivo para flavonoides.

:

2

A prospeccdo fitoquimica dos extratos brutos e fracdes das flores de J.
acuminatissima também apresentaram resultados positivos para triterpenos, visto que,
apresentou coloracdo azulada inicialmente, seguida de coloracdo esverdeada (Figura 3A)
no teste confirmativo com a adi¢éo do reagente de Liebermann-Burchard.

O teste realizado para identificar saponinas no extrato bruto da espécie Justicia
acuminatissima apresentou resultado positivo, visto que, durante o ensaio quimico foi
observado formacdo de espuma persistente Figura 3B. No teste de confirmacdo foi
observado formacéo de precipitado e a ndo formacao de espumas, uma vez que com a
adicdo do &cido ocorre a hidrdlise das saponinas presentes nos extratos.

Figura 3- Teste positivo para triterpenos e saponinas

As saponinas apresentam atividades biolégicas presentes em algumas plantas
que se destacam a atividade hemolitica, citotoxica, molusquicida e anti-helmintica e em
relacdo a atividades farmacoldgicas realizam o aumento da excrecdo do colesterol, pela
formacdo de complexo com as saponinas administradas por via oral ou por aumentar a
eliminacdo de &cidos biliares nas fezes, sendo assim hipocolesterolemiante (PRAJOGO
et al., 2007).

O teste para alcaloides mostrou resultados positivos, pois revelaram a formacéo
de precipitado apds adicdo do reagente de Dragendorff como observado na Figura 4.
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Figura 4- Teste positivo para alcaloides.

3.2 Perfil cromatografico das amostras irradiadas e ndo- irradiadas

Diante da analise da placa com as fraces em metanol observou-se que nédo
houve diferencas entre os perfis quimicos apresentados pelas fragdes de 0,1,5,10 e 20 kGy
quando comparadas com a amostra que nao foi irradiada. Pode-se observar também, a
presenca de manchas esverdeadas na Figura 5 (A) indicando a presenca de compostos
fendlicos e as manchas azul fluorescente e verdes na Figura 5(B) indicam a presenca de
flavonoides e cumarinas.

Figura 5 — Placas cromatograficas fracbes em metanol em NP e PGE.

Na anéalise da placa das fracdes em acetato de etila reveladas com vanilina
observa-se que ha uma semelhanca entre os perfis da fracdo ndo irradiada e das amostras
obtidas em acetato de etila submetidas a irradiadacdo gama. A Figura 6 (A) corresponde
a andlise da amostra FJA e pode-se observar a presenca de coloracao esverdeada que é
caracteristica de compostos fendlicos. A Figura 6 (B) corresponde a placa revelada com
vanilina e pode-se observar a presenca somente de manchas azul fluorescente na fracéo
ndo irradiada (0 kGy) que indicam a presenca de flavonoides, porém nas fracdes de 5 e
10 kGy observa-se uma mistura de cores (vermelho, verde, azul, amarelo e laranja) o que
caracteriza a presenca de um maior nimero de flavonoides, e esse maior nimero pode ser
consequéncia das doses de 5 e 10 kGy de radiacdo gama incididas nessas amostras. Ainda
na Figura 6(B), observa-se que nos spots das fracfes com radia¢do de 1 e 20 kGy had um
menor fator de retencdo que € igual a 0,222. Posteriormente, ao realizar a analise no UV
da placa cromatogréfica revelada em solucdo de NP/PEG pode-se confirmar & presenca
de compostos fendlicos e flavonoides nas fragdes, Figura 6 (C).
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Figura 6 — Placas cromatograficas fracOes acetato de etila em vanilina e NP/PGE.

Na analise das placas cromatogréaficas das fracbes em diclorometano (FJD) foi
observado semelhancas entre os perfis das fracGes irradiadas e da fragdo néo irradiada.
Na Figura 7 (A) pode-se observar a presenca de manchas cinzas e verde-escuro que
indicam a presenca de compostos fendlicos e taninos. Na Figura 7 (B) pode-se observar
que na fracdo 0 kGy apresenta somente coloracdo vermelho, ja nas outras fracées (1,5,10
e 20kGy) pode-se observar a presenga de coloracdes laranja, verde, azul e vermelho, que
é caracteristico da presenca de compostos fendlicos (Zuanazzi, 2004).

Figura 7- Placas cromatograficas fracoes diclorometano em vanilina.

3.3 Teste de citotoxidade
Ao tratar os dados obtidos através de andlise estatistica pelo programa de
Probitos Analysis, em limites fiduciais de 95%, a DLso para EJetOH frente as larvas de
A. salina foi de 13,30 pg.mL™. Além disso, constata-se que o extrato bruto das flores de
Justicia acuminatissima € toxico para as larvas de A. salina, uma vez que, valores
inferiores a 1000 pg.mL. S&o considerados toxicos para A. salina (Meyer et al., 1982).

4 CONCLUSAO

As analises farmacognosticas das fracOes obtidas das flores indicaram
similaridades em seus constituintes quimicos quando comparados com 0s demais 0rgaos
da espécie e demais espécies do género estudadas quimicamente. Os ensaios de
prospeccdo fitoquimica das fracbes obtidas do extrato bruto das flores mostraram testes
positivos para compostos fendlicos, alcaloides, terpenos, taninos e saponinas. Nas
avaliacbes de placas cromatograficas foram detectados compostos fendlicos e
flavonoides. Nas avaliagdes dos cromatogramas por CCF das amostras submetidas a
radiacdo gama em comparacdo com a amostra ndo irradiada permitem sugerir que a
integridade quimica das amostras analisadas ¢ mantida ap0s exposi¢do a radiacdo gama
nas doses de até 20 kGy. Por conseguinte, os resultados encontrados neste trabalho sao
de extrema relevancia, pois explicam a continuacdo dos estudos da espécie Justicia
acuminatissima, j& que comprovam as atividades bioldgicas de extratos e/ou fragGes da
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espécie. Com isso, podem contribuir para um maior conhecimento da flora, como também
para o desenvolvimento de um novo fitoterapico com espécie da regido do médio
amazonas.
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