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RESUMO

Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek. € um membro da familia Acanthaceae, conhecida
popularmente como sara tudo e utilizada na Amazénia sobre a forma de chas para tratamento
de processos inflamatérios. Apesar do seu uso, ndo ha na literatura informacdes acerca de
seus constituintes quimicos, acdes farmacoldgicas, nem mesmo dados toxicolégicos. Ndo ha
tdo pouco, informacbes que fornegcam suporte farmacoboténico permitindo sua correta
identificacdo. Desta maneira, 0 presente trabalho realizou a abordagem farmacogndstica da
espécie fazendo sua caracterizacdo farmacoboténica, tracando um perfil fitoquimico da
mesma, avaliando a toxicidade no modelo de toxicidade aguda e abordando
farmacologicamente a atividade atribuida ao vegetal, além de atividades correlacionadas, tais
como agregacdo plaquetaria, coagulacdo sanguinea e a capacidade ulcerogénica. A
caracterizacdo farmacobotanica forneceu ferramentas para a correta identificacdo,
descrevendo os tipos de tecido e sua organizagdo no vegetal bem como as estruturas
presentes, tais como os tricomas e estomatos. O perfil fitoquimico descreveu a presenca de
cumarinas, esteroides, saponinas, taninos condensados e catequinas, sendo a presenca de
cumarinas considerada de grande importancia, dada a sua raridade na familia Acanthaceae. Os
ensaios farmacoldgicos realizados se basearam no conhecimento popular acerca do uso dessa
espécie. O extrato empregado utilizou como solvente a agua, visando se aproximar daquele
feito pela populacdo. O extrato aquoso se mostrou seguro no ensaio de toxicidade aguda e a
atividade antiinflamatoria foi verificada no modelo da formalina e confirmada no ensaio do
edema de pata. Além disso, o0 extrato testado ndo apresentou poder ulcerativo, apesar de sua
atividade antiinflamatdria. Os resultados obtidos nesse trabalho reafirmaram a premisssa de
que o uso popular serve como triagem para o achado de produtos de origem vegetal, com
atividades benéficas ao homem, uma vez que a atividade antiinflamatoria esta de fato presente
no extrato aquoso obtido a partir das folhas deste vegetal. O presente trabalho contribuiu com
a caracterizacdo de mais uma espeécie da flora amazénica, fornecendo informacgdes que podem
auxiliar no correto uso de plantas medicinais e ser ponto de partida para estudos posteriores.

Palavras-chave: Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek., farmacognosia, inflamacao.



ABSTRACT

Justicia acuminatissima is a member of Acanthaceae family, known under the name of “sara
tudo” and used in Amazonian in differents kinds of teas for treatment of inflammatory
process. Despites the use, there isn’t in the literature information about the chemical
constituints, farmacological action, or toxicological data. There is not information that gaves
pharmacobotanical support that could help in correct identification. The present work did a
farmacognostical approach of this specie, performing pharmacobotanical characterization,
describing a phytochemical profile, evaluating the toxicity in the acute model of toxicity and
addressing pharmacological activity attribuites to the plant, and correlated the same activities,
such as platelet agrgregation, blood clotting and ulcerogenic capacity of it. The
pharmacobotanical characterization provides tools for the correct identification, describing the
kind of issues and this organizations in the vegetable with the structures that are present as if
tricomas and stomatas. The phytochemical profile describes the presence of coumarines,
steroids, saponins, tannins and cathequins. The coumarines presence is considerate very
important because this presence is rare in the Acanthacea family. The pharmacological tests
were based in the popular knowledge of the use of this specie, thus the extract were done with
water as solvent, order to approach the use made by the population. The aqueous extract was
safe in the acute toxicity model and the antiinflamatory activity was verify in the formalin
model, and were confirmed in the rat paw edema. Besides, the extract don’t show ulcerative
power despites its antiinflamatory activity. The results in this work reaffirm the premiss that
the popular uses serves as screening for the finding of natural products with benefitial
activitys for man, since the antiinflamatory activity is in fact present in the aquos extract of
the leaves oh this vegetable.The present work contribuites with the characterization of one
more specie of the Amazonic flora, providing informations that can help in the correct use of
medicinal plants and can be starting point for further studies.

Keywords: Justicia acuminatissima (Miq.) Bremek, pharmacognosy, inflammation.
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INTRODUCAO

A inflamacdo é uma resposta dos tecidos as injurias. Compreende uma série de reacdes
locais e sistémicas que vdo desde o recrutamento de diferentes tipos celulares até a retirada de
materiais estranhos do organismo (BARBOSA-FILHO et al., 2006). As reac¢des inflamatorias
sdo caracterizadas por dor, edema, aumento de temperatura e perda de funcdo. Os
antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINES) s@o a classe de medicamentos mais utilizados pelas
populacdes, porém os efeitos colaterais sdo elevados. No mundo todo, a medicina popular faz
grande uso de espécies vegetais para o tratamento de processos inflamatorios. No entanto, sua
real eficacia e seus principios ativos permanecem desconhecidos, sendo de extrema
importancia estudos que demonstrem suas atividades (FALCAO et al, 2005). Desta maneira,
diferentes abordagens vém sendo utilizadas na avaliagdo das atividades antiinflamatdrias de
produtos naturais (BARBOSA-FILHO et al., 2006).

Sabe-se que a utilizacdo de espécies vegetais com finalidades terapéuticas é uma das
praticas medicinais mais antigas da humanidade e que apesar da enorme evolucdo da
medicina alopatica, a populacdo carente com baixo acesso aos programas de saude e
dificuldade na obtencdo de exames e medicamentos, faz intenso uso das plantas medicinais
De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude — OMS, 80% das pessoas dos paises em
desenvolvimento tem na medicina tradicional seu Unico apoio, sendo 85% da medicina
tradicional o uso de extrato de plantas (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2005). A desarticulacédo
das politicas publicas no atendimento basico de salde vem gerando um aumento pela busca
de alternativas mais viaveis economicamente, aumentando assim o consumo de espécies
medicinais (AZEVEDO; SILVA, 2006).

A floresta amaz6nica apresenta riqueza de espécies vegetais dotadas de principios

ativos que despertam o interesse mundial como fonte para a producdo de medicamentos
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(PAES; MENDONCA, 2008). Ha ainda muito a se estudar sobre as espécies presentes nessa
regido, levando em consideracdo a riqueza de conhecimento acumulado pela populagéo
cabocla, dado o seu ecossistema unico com vasta flora, com espécies vegetais com aplicacdes
ornamentais, alimentares e medicinais. A escolha do estudo de uma espécie vegetal, baseada
no uso populacional, funciona como um caminho para a descoberta de novos farmacos, uma
vez que muitos grupos populacionais fazem uso de espécies vegetais de maneira empirica
tendo vasto conhecimento acumulado (REZENDE; RIBEIRO, 2005).

O interesse académico pelo conhecimento que estas populacdes detém tem crescido.
Muitas espécies ja apresentam comprovacao cientifica dos beneficios que podem trazer a
sociedade e o conhecimento acerca do uso feito com as mesmas permite que sejam pensadas
estratégias de consumo sustentaveis a longo prazo (AMOROZO, 2002). A pesquisa de plantas
medicinais hoje tem na aplicacdo de conhecimentos locais uma ferramenta, deixando para tras
a subestimacdo desse conhecimento, sendo necessaria uma ciéncia que priorize as
necessidades locais da sociedade e da comunidade cientifica (ALBUQUERQUE;
HANAZAKI, 2006).

Na regido norte do Brasil, uma espécie pertencente a Familia Acanthaceae, membro
do género Justicia, é utilizada por grupos populacionais com finalidades terapéuticas
antiinflamatorias. Trata-se da espécie Justicia acuminatissima, (Mik.) Bremek., popularmente
conhecida como Sara Tudo. Esse vegetal é comumente utilizado pelas comunidades do
interior do Amazonas com finalidade ornamental e medicinal (SANTOS, 2006). No
municipio do Careiro Castanho, na Comunidade Nossa Senhora de Nazaré — Vila do
Purupuru, no Estado do Amazonas, a populacdo faz uso de chas, sob a forma de infuséo,
decoccdo e maceracdo, utilizando para isso as folhas do arbusto, para cura e alivio de
processos inflamatorios. Na literatura consultada ndo foram encontrados estudos feitos com

essa espécie, ndo se tendo, até o0 momento, nenhum conhecimento sobre sua caracterizacdo
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farmacoboténica, nem mesmo as atividades biologicas ou seus constituintes quimicos. Desta
forma, seu uso ainda ndo tem base cientifica comprobatoria.

Uma vez que o uso de produtos naturais € uma realidade no mundo todo, para o
desenvolvimento de farmacos é essencial o estudo farmacogndstico das espécies, assegurando
a correta identificacdo de produtos de origem vegetal através da caracterizagdo morfo-
anatémica, observando a forma de producdo, o controle de qualidade, a composicdo quimica,
a elucidacdo estrutural, assim como o estudo das propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas
(RATES, 2001).

O estudo da espécie Justicia acuminatissima (Mik.) Bremek vird contribuir para o
conhecimento mais detalhado das propriedades farmacoldgicas de espécies de flora brasileira,

justificando ou néo o seu uso popular.



18

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dor e inflamacéo

A dor é definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor, como uma
experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada a lesdo tecidual real ou potencial,
ou descrita em termos de tal lesdo. A dor, portanto, € um importante sistema de auxilio na
deteccdo de doencas, pois € uma resposta organica protetora que alerta o individuo para uma
lesdo iminente ou real dos tecidos e que promove respostas reflexas que tentam controlar o
dano tecidual, sendo chamada de dor aguda. Quando a dor se sustenta por um periodo
prolongado, é denominada dor cronica (VITOR et al., 2008). A dor pode ser classificada
segundo o tipo de lesdo e/ou os mediadores envolvidos. A dor nociceptiva € aquela provocada
por estimulo excessivo de nociceptores. A dor neurogénica ocorre quando ha lesdo do tecido
neuronal, a dor neuropatica ocorre por disfuncdo de um nervo e a psicogénica esta associada a
fatores psicologicos (PERAZA et al ., 2007). Assim, o sistema nervoso sensorial é capaz de
perceber e reagir a estimulos externos, diferenciando estimulos in6cuos dos agressores pela
expressdo de proteinas transdutoras. As histérias de trauma, as infeccdes virais, as doencas
vasculares, os distarbios enddcrinos e metabolicos, a deficiéncia nutricional e 0s processos
inflamatdrios contribuem para a estimulagdo do sistema nervoso, alterando a expressdo de
canais ionicos, modificando a expressdo de receptores, alterando a distribuicdo de
neurotransmissores e neuromediadores, permitindo que neurdnios atinjam mais rapidamente o
limiar de despolarizacdo (KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE, 2006).

A partir do momento de uma lesdo, muitos tipos celulares sdo recrutados ao sitio
local, e liberam diferentes substancias quimicas com atividades quimicas e biologicas

variadas, como por exemplo, mondcitos e leucécitos polimorfonucleares sdo recrutados e
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liberam fatores sollveis de regulacdo da fase aguda, denominados citocinas. Os leucdcitos
migram ao local da lesdo, em um processo que envolve desde a ativagdo endotelial, até a
liberagdo de moléculas de adesdo, quimiocinas e Oxido nitrico. Muitas células estdo
envolvidas no processo, e mesmo células do tecido lesionado liberam radicais oxidantes de
oxigénio e nitrogénio, promovendo rompimento de mitocondrias, liberacéo de enzimas liticas,
destruicdo de membranas e dano ao DNA, induzem grande nimero de fatores transcricionais,
que promovem transcri¢do de produtos génicos que codificam enzimas, citocinas, receptores
de superficie celular, moléculas de adesdo e outros mediadores inflamatdrios. N&o apenas
espécies reativas de oxigénio sdo formadas, substancias enddgenas que atuam como
mediadores da inflamagdo também sdo produzidas como, por exemplo: bradicinina,
serotonina, produtos da cascata do acido aracddnico, adenosina, histamina e citocinas
liberadas pelas células imunes, como a Interleucina- 1B (IL-1p), Fator o de necrose tumoral
(TNF-a) e fator de crescimento do nervo (NGF). Uma vez liberados, os mediadores
inflamatdrios, promovem conjuntamente alteracdo na transducdo periférica do estimulo
nociceptivo, aumentando a sensibilidade de transducdo dos nociceptores de elevado limiar.
Além disso, a estimulacdo dos nociceptores de aferentes primarios, produz reflexo axénico
local, resultando na liberacdo de neuropeptidios contribuindo para uma maior estimulacéo do
processo inflamatorio e da hiperalgesia. Os mecanismos de transdu¢do neuroquimica da dor
envolvem diversos eventos como interacdo com canal ibnico de membrana, com canais
ibnicos operados por receptores, receptores associados a tirosina cinase ou ainda a receptores
acoplados a proteina G, como os receptores da bradicinina e das Prostaglandinas. A
transducdo nociceptiva esta fortemente associada a atuacdo em receptores inflamatorios
especificos acoplados a proteina G, que quando ativada promove formacdo de segundos
mensageiros como AMP ciclico ou GMP ciclico, que ativam proteinas cinases intracelulares,

ou ainda de terceiros mensageiros como o calcio que interfere em outros mecanismos como a
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regulacdo de canais idnicos. Os principais sistemas efetores dos receptores dos mediadores da
inflamacdo sdo representados pela adenilciclase, guaniliciclase, Fosfolipase C (PLC),
fosfolipase A2 (PLA2), tirosina cinase e canais i0nicos. Assim a ligacdo com cada receptor
desencadeia diferentes vias bioguimicas por diferentes mecanismos podendo levar a
hiperalgesia, 0 que se observa, por exemplo, em uma pequena parcela de nociceptores
chamados silenciosos encontrados em vias aferentes que podem ficar irresponsivos a
estimulos de grande intensidade, porém ao serem estimulados por mediadores inflamat6rios
se mostram sensibilizados e responsivos a estimulos sensoriais. Desta forma, ha dois grupos
de mediadores inflamatorios que sdo importantes na transmissdo nociceptiva, 0s que
promovem sensibilizacdo dos nociceptores (hiperalgesia), como prostaglandinas e citocinas e
0s que ativam nociceptores sensibilizados, como a bradicinina (CARVALHO, LEMONICA,
1998).

Portanto, o tratamento da dor deve se basear na etiologia e fisiopatologia da dor e nas
suas repercussoes, desta maneira, 0 uso de farmacos analgésicos e substancias capazes de
diminuir a conducdo inflamatoria sdo utilizados no tratamento da dor, visando melhorar a
qualidade de vida do paciente (VITOR et al., 2008).

O conhecimento da fisiopatologia da dor permite pensar em farmacos analgésicos
modernos, que inibam a producdo e ou liberacdo do mediador, ou promovam bloqueio de
receptores ativados, ou ainda inibam as enzimas envolvidas na sintese dos mediadores
inflamatdrios como a Cicloxigenase-2 (COX-2) e a Fosfolipase A,. Além disso, os inibidores
COX-1 e os inibidores COX-2 seletivos sdo largamente utilizados para tratamento da dor,
inflamacdo e febre (CARVALHO; LEMONICA, 1998). Sabe-se, que ha trés isoformas da
enzima cicloxigenase (COX) conhecidas, COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 é constitutiva
e expressa em condicdes fisioldgicas, sintetiza prostaglandinas, garantindo a homeostase, uma

vez que muitas delas desempenham fungbes importantes na fisiologia humana. Na
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inflamacdo, a expressdo da COX-2 ¢ induzida, e aumenta a concentra¢do dessas substancias.
(SAKATA; ISSY, 2008), ja a COX-3, esta possivelmente envolvida no mecanismo primario
de reducdo da dor e da febre pelos farmacos de agdo analgésica e antipirética (CARVALHO;
CARVALHO; RIOS-SANTOS, 2004). As prostaglandinas exercem tanto o importante papel
na homeostasia como também exercem papel na génese dos sinais e sintomas do processo
inflamatorio, como dor, hiperalgesia, destruicdo dos tecidos, eritema, edema e febre.

Muitas sdo as espécies vegetais utilizadas no Brasil para cura de processos
inflamatorios, tais como a aroeira-do-sertdo, Myracrodruon urundeuva Fr, ALL, da familia
Anacardiaceae, utilizada no nordeste (ALBUQUERQUE; RODRIGUES; VIANA, 2004), o
confrei, Symphytum officinale, membro da familia Borraginaceae (RITTER et al.,2002), a
caléndula, Calendula officinales pertencente a familia das Asteraceae (BALDUCCI-
ROSLINDO; SILVIO; MALAGOLLI, 1999). As virtudes terapéuticas desses vegetais sdo em
geral descritas por observacdes populares e essas informacgdes foram acumuladas durante
séculos (MACIEL et al., 2002), esse conhecimento tradicional do uso de espécies vegetais
medicinais funciona como um filtro para a industria gerando inovacdes ou sugerindo
atividades (REZENDE; RIBEIRO, 2005), ja que os produtos naturais vém sendo
reconhecidos como uma importante fonte de medicamentos efetivos terapeuticamente
(BARBOSA-FILHO et al., 2006), uma vez que a importancia dos produtos naturais para a
terapéutica atual parece inestimavel. Moléculas naturais tem sido base do surgimento de
moléculas protétipo, auxiliando no desenvolvimento de novos farmacos, além de fornecerem
ferramentas importantes no estudo de farmacologia, fisiologia e bioquimica (RATES, 2001).

E importante ressaltar que as plantas produzem substancias quimicas assim como
outros seres vivos que podem sim, atuar de maneira benéfica sobre os seres vivos e também

de forma tdxica, sendo por isso necessario o estudo quimico, farmacoldgico e toxicoldgico
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para que seu uso seja seguro, em especial das plantas nativas brasileiras, dada a ampla

utilizacdo de espécies ditas medicinais (RITTER et al., 2002).

2.2 A familia Acanthaceae e o género Justicia

A familia Acanthaceae recebe destaque dentre as muitas familias vegetais presentes na
flora brasileira. Compreende cerca de 40 géneros e 542 espécies (BRAZ; CARVALHO-
OKANO; KAMEYAMA, 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 et al., 1996).

A maior concentracdo das espécies no Brasil estd na Mata Atlantica e nas formagdes
florestais mesofilas das regibes Sudeste e Centro-Oeste, ocorrendo também em outras
formacdes vegetais (KAMEYAMA, 2006). Em geral, seus constituintes sdo ervas prostradas
ou eretas, subarbustos, arbustos ou trepadeiras e com menor frequéncia encontramos arvores,
com folhas simples e geralmente opostas decussadas e sem estipulas, sendo comum a
presenca de cistolitos. As inflorescéncias sdo variadas ou encontram-se flores solitarias
(BRAZ; CARVALHO-OKANO; KAMEYAMA, 2002).

Um dos géneros da familia Acanthaceae de maior riqueza quanto ao numero de
espécies, € 0 género Justicia, ndo se podendo afirmar ao certo seu nUmero de representantes
na flora brasileira. As espécies deste género se apresentam como ervas perenes ou subarbustos
eretos ou escandentes, com folhas pecioladas de margem integra. Assim como na familia, 0s
cistolitos estdo presentes. As inflorescéncias apresentam-se em espigas, paniculas ou cimos
sendo mais raras as flores solitarias, que sdo terminais e/ou axilares.

As bracteas e bractéolas sdo em geral conspicuas, imbricadas. Observam-se sépalas
em namero de cinco que sdo concrescidas na base e iguais entre si, raramente um segmento

estd ausente ou reduzido. A corola apresenta coloracdo variada, é bilabiada com o l&bio
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posterior apresentando limbo dividido em dois, e o anterior dividido em trés. Verificam-se
dois estames que concrescem desde a base até a fauce da corola, com estaminddio ausente. A
antera apresenta duas tecas que em geral sdo desiguais e superpostas, algumas sdo por vezes
obliquas. A teca inferior algumas vezes se apresenta reduzida, calcarada ou apiculada. O
conectivo se apresenta expandido e o ovério € cilindrico com dois 6vulos por léculo. A
capsula em geral é clavada com porcdo basal estéril, solida e desenvolvida. Percebem-se
quatro sementes nas capsulas sendo planas, esféricas e orbiculares, por vezes reniformes ou
obcordadas (BRAZ; CARVALHO-OKANO; KAMEYAMA, 2002).

O género Justicia demonstra ser um género rico em metabodlitos secundarios, tais
como lignanas e derivados aminados, (AL-JUAID, ABDEL-MOGIB, 2004), além disso, ha
presenca de cumarinas na especie Justicia pectoralis, amplamente utilizada no norte, nordeste
(LINO et al., 1997) e sudeste (MARTINS; SENNA-VALLE; PEREIRA, 2005) do Brasil,
com atividade antiinflamatdria ja bem descrita na literatura (FALCAO et al., 2005), que
apresenta como seus principios ativos as cumarinas 1,2-benzopirona e umbeliferona
(OLIVEIRA et al., 2000).

Muitas espécies vegetais desse género vém sendo estudadas no mundo todo,
demonstrando diferentes atividades bioldgicas e constituintes quimicos extremamente
interessantes. Estudos revelam que se trata de um género rico em substancias com atividades:
antitumorais, antivirais, inseticidas, cardiotdnicas, analgésicas, inibidoras da peroxidacédo
lipidica, antiinflamatérias e inibidoras da agregacao plaquetaria, além da atividade depressora
e estimulante do sistema nervoso central (NAVARRO et al., 2001).

No Brasil, duas espécies desse género sdo amplamente utilizadas pela populacéo para
tratamento de processos inflamatorios: Justicia pectoralis e Justicia gendarussa. Justicia
pectoralis esta presente no México, Venezuela, Trindad, Cuba, Jamaica, Oeste do Equador,

Norte e Nordeste do Brasil. Ja Justicia gendarussa predomina a Oeste da Africa e india e no
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nordeste brasileiro. Essas duas espécies, por apresentarem semelhangas morfoldgicas
receberam nomes populares iguais, sendo corriqueiramente chamadas de “chambd” e
“anador” (OLIVEIRA; ANDRADE, 2000). Para serem utilizadas com finalidade
antiinflamatéria sdo preparados decoctos ou infusbes das folhas das espécies. A 1,2-
benzopirona e a umbeliferona s&o os principais constituintes identificados em infusdes
metandlicas das folhas de Justicia pectoralis, sendo ainda identificada a presenca de
quercetina e campferol, o que reforca seu uso popular. J& na espécie Justicia gendarussa,
nenhum derivado cumarinico foi detectado, sendo detectados flavondides glicosilados
(OLIVEIRA et al., 2000).

Outras espécies do género também apresentaram atividade antiinflamatoria, tais
como Justicia prostrata Gamble e Justicia spicigera. Justicia prostrata Gamble € utilizada na
medicina popular sob a forma de chas como antidepressivo, no entanto, quando testada quanto
a sua atividade antiinflamatoria no modelo de edema de pata, demonstrou boa atividade, com
méaximo de supressdo na primeira hora do teste, sugerindo suprimir a liberacdo dos primeiros
mediadores da via bioquimica da inflamacdo tais como: histamina, serotonina e cininas
(SANMUGAPRIYA; SHANMUGASNDARAM; VENKATARAMAN, 2005). Justicia
spicigera é utilizada como antiinflamatoria pela medicina popular mexicana. Estudos com
esta espécie demonstraram atividade antiedematogénica de seu extrato metandlico (MECKES
et al., 2004). Outras atividades bioldgicas, além da atividade antiinflamatoria, vém sendo
descritas para o género Justicia, como por exemplo, Justicia procumbens é utilizada
tradicionalmente na medicina de Taiwan, seu extrato etanolico demonstrou 50% de inibicédo
da agregacdo plaquetaria, quando testado com &cido aracddnico (CHEN et al., 1996). Na
Africa a espécie Justicia insularis é utilizada em associacdo ou sozinha para cura de
disturbios menstruais. Quando testada, associada a Aloe buettneri e Dicliptera verticillata,

demonstrou aumentar a producéo de estradiol e progesterona nos ovarios de ratos fémeas
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(TELEFO; MOUNDIPA; TCHOUANGUEP, 2004). De uma forma geral, muitas substancias
foram isoladas no género Justicia e alguns trabalhos com extratos utilizados pelas populagoes
ja foram testados. A tabela 1 retne alguns trabalhos com testes bioldgicos e farmacoldgicos
realizados com extratos de plantas pertencentes a este género. A tabela 2 trata de substancias
isoladas de espécies do género Justicia, algumas com atividades bioldgicas testadas e outras

nao.
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Tabela 1. Extratos de espécies do género Justicia com atividades bioldgicas testadas

- Parte do Atividade Biologica .
Espécie vegetal Extrato Testada Referéncias
Justicia
pectoralis Folhas | Hidroalcoolico Antiinflamatdria LINO et al, 1997
Jacq., var
Justicia - Aquoso Antimicrobiana ROJAS; OCHOA; OCAMPO, 2006
secunda Valh
Antinociceptivo,
Justicia Folhas | Hidroalcoolico Antiinflamatorio e LEAL et al., 2000
pectoralis Broncodilatador
Inibicdo da WORADULAYAPINIJ;
Justicia Folhas Aquoso Transcriptase Reversa SOONTHORNCHAREONNON
gendarussa do HIV-1 WIWAT, 2005
Justicia
S|mplejx (E:om Raizes Aquoso Reducdo da natalidade BADAMI et al., 2003
associacgdes)
Justicia Planta SANMUGAPRYA,
rostrata inteira Hidroalcolico Antiinflamatéria SHANMUGASUNDARAM;
P VENKATARAMAN, 2005
gamble
Justicia
chlorostachya | Folhas Etandlico Antimicrobiana PINO-BENITEZ; C.CORDOBA, 2007

Leonard
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Tabela 2. Principais substancias isoladas de espécies isoladas de espécies pertencentes ao

género Justicia

Justicia betonica (SUBBARAJU et al., 2004)

1: R=0GIc Jusbetonina

2: R=H 10-H quindolina

6-H quinindolina

NS 5 3

11 1
¢}

5H, 6H- quindolin-11-ona




Justicia heterocarpa (AL JUAID; ABDEL-MOGIB, 2004)

PP PPN

Hexahidrofarnesilacetona

X N X /K
X (@]

1: X=CH2 farnesilacetona
2: X= O farnesil acetato

Fitol (4R,8R,12R)-4-hidroxi-4,8,12- &cido tetrametilheptadecanoico lactona
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Justicia hyssopifolia (NAVARRO et al., 2001)

1: R1= O-CH,-O e R3= OMe Elenosideo

2:R1=HR2=GlceR3=H

Aglicona

Tranquilizante

Sedativo hipético

Analgésicos Narcoticos

Citotdxico para linhagens celulares leucémicas

Atividade contra linhagens celulares para
melanoma e cancer renal
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Justicia hyssopifolia (PEREZ et al., 2004)

4-(1,3-benzodioxol-5-il)-6 metoxinaftol [2,3-c] furan-1,5,8 (3H)-triona

O

HO

Oglu

Justicidona
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Justicia patentifolia (SUSPLUGAS et al., 2005)

R

OCH;

OCH3

HaC,
o o
R= Rl@m R1= H patentiflorina A
R,0 oR, R1=Ac
OR,
oR OAc
R= 1 o R;= H 4”- O-acetilmanantosideo B
AcO 0 R,= Ac
OR,
HaC o
R= ° o R1=H patentiflorina B
OR; R1=Ac
OR;

OR;

HaC o . o
R= ’ OHO 47-0- acetilpatentiflorina B
H
OAc
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Continuacéo da tabela Justicia patentifolia (SUSPLUGAS et al., 2005)

Justiflorinol

Justicinol
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Justicia procumbens (CHEN et al., 1996).

OCH,
o}
Ry
X
O
=
Rl
= ‘
X
o}
v/

1: R1-R2=-0-CH,-O- Neojusticidina A Inibicdo da agregacdo plaquetaria
5: R1=R2 =-OCH; Neojusticina

OCH,

Ry
X
O
=
R1
R,
RS

2: R1=R2 = -OCH3 R3=-OH R4-R5=0CH20 Justicidina B

3: R1=R2=R3=-OCH3 R4-R5= OCH20 Justicidina A

4: R1-R2= R4-R5= -OCH20 R3=-OCHS3 Taiwan E metil éter

6: R1-R2=-0O-CH2-O R3=R4=R5-OCH3 Chinensinaftol metil éter

7: R1-R2= -0-CH2-O R3=R4=-OCH3 R5=-OH 4’-dimetilchinensinaftol

8: R1-R2=R4-R5= OCH20 R3=0H Taiwanina E

9: R1-R2= -OCH20 R3=0H R4-R5= -OCH3 Chinensinaftol

10: R1=R2=-OCH3 R3=-OH R4-R5=-OCH20 Difilina

33
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Justicia procumbens (CHEN; HSIN. HUANG, 1998)

8:

9:

: R1-R2= O-CH2-0, R3=0CH3, R4=0H, R5=H, R6=Ac Justin A

: R1-R2= O-CH2-0, R3=R4=R5=0CH3, R6=Ac (-) dihidroclusina diacetato

: R1=R2=R3=R4=0CH3, R5=H, R6=Ac secoisolaricirsinol dimetil éter diacetato

: RI=R2=R3=R4=R5=0CH3, R6=Ac 5’- metoxy-4,4’-di-O-metilsecolariciresinol diacetato
: R1-R2=0-CH2-0, R3=R5=0CH3, R4=0H, R6=Ac Justin B

: R1=R2=R3=R5=0CH3, R4=0H, R6=Ac Justin C

: R1-R2=0-CH2-0, R3=R4= OCH3, R5=H, R6=Ac 2,3-dimetoxysecisolintetrano acetato

R1=R2=R3=R4=0CH3, R5=H, R6=H secoisolariciresinol dimetil éter

R1=R2=R3=R4=R5=0CH3, R6=H 5-metoxi-4,4’-di-O-metilsecolariciresinol

10: R1-R2=0-CH2-0, R3=R4=R5=0CH3, R6=H (-) dihidroclusina




35

2.3 Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek. — sara tudo

Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek. é uma espécie presente no Brasil, nativa da
Amazonia e utilizada com finalidades ornamentais e terapéuticas, conhecida vulgarmente
como sara tudo. (SANTOS, 2006).

Trata-se de um arbusto, cujas folhas séo utilizadas pelas populagdes do interior da
regido norte do Brasil, em chés para cura e alivio de processos inflamatérios. Apesar de seu
intenso uso no interior do Brasil ndo se encontra na literatura trabalhos cientificos acerca das
propriedades terapéuticas desta espécie. Realizando busca na base de dados cientificas ISI,
Web of Science ndo é possivel encontrar trabalhos que fornecem subsidios farmacogndsticos
a essa espécie. No entanto nessa mesma base de dados é grande o nimero de trabalhos com
outras especies do género Justicia. Na base Web of science encontramos 280 trabalhos
quando a busca € realizada com a palavra Justicia. Para dar suporte teorico a este trabalho

apenas aqueles relacionados ao mesmo foram selecionados.

e Sinonimia: Justicia calycina (Nees) V.A.W Graham (MOBOT, 2009)

e Basindmio: Rhytiglosa acuminatissima Miq. (MOBOT, 2009)



36

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar caracterizacdo farmacogndstica da espécie Justicia acuminatissima (Miq.)
(Bremek.) abordando farmacologicamente a atividade antiiflamatéria atribuida e atividades

relacionadas bioquimicamente a inflamacéo.

3.2 Objetivos especificos

Realizar caracterizagdo macroscopica e microscopica das folhas e galhos da

espécie Justicia acuminatissima (Miq.) Bremek.

Realizar prospeccdo fitoquimica a fim de conhecer as classes de metabolitos

secundarios presentes nas folhas da espécie.

Realizar andlise fitoquimica do extrato bruto, obtido a partir das folhas do vegetal,

visando obter fracBes enriquecidas em substancias com potencial bioldgico.

Avaliar a capacidade de inibicdo da agregacdo plaquetaria in vitro do extrato

aquoso das folhas de Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek.

Avaliar o comportamento do extrato aquoso das folhas da espécie estudada sobre a

coagulacdo sanguinea.
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Avaliar a toxicidade aguda do extrato aquoso das folhas da espécie estudada.

Avaliar a atividade antiinflamatéria in vivo do extrato aquoso das folhas de
Justicia acuminatissima (Miq.) Bremek pelo modelo da formalina, e no modelo do edema de

pata induzido por carragenina.

Avaliar a interferéncia do extrato aquoso das folhas da espécie sobre o epitélio

gastrico no modelo de teste da lesdo gastrica induzida por indometacina.
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4. METODOLOGIA

4.1 OPERACOES PRELIMINARES

4.1.1 Coleta do material vegetal

Para andlise fitoquimica, ramos inteiros foram coletados no Municipio de Manaus,
Amazonas, pelo senhor José Lima, técnico do Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia — INPA.

Para a analise biologica, ramos inteiros do vegetal foram coletados no Municipio de
Careiro-Castanho na Vila do Purupuru, pelo senhor Francisco Medeiros Cavalcante, lider
comunitario da Comunidade Nossa Sra. de Nazaré — Vila do Purupuru e colaborador do

projeto.

4.1.2 Conservacao das amostras

Apos a coleta, trés ramos inteiros de trés individuos diferentes foram acondicionados
separadamente, em frascos de vidro contendo solucdo de agua e alcool em partes iguais e
gotas de glicerina para serem posteriormente submetidos a descricdo botanica microscopica

(OLIVEIRA; AKISUE, 2005).

4.1.3 Secagem e pulverizacao

O material vegetal foi colocado em estufa com circulacdo de ar interna, sob
temperatura de 42 °C por uma semana, até que estivesse quebradico, quando foram separados
folhas e galhos da amostra. A moagem das folhas e dos galhos foi procedida em moinho de

faca, separadamente, conforme orientacdes da literatura (OLIVEIRA; AKISUE, 1998).
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4.1.4 Preparo dos extratos

Para a realizacdo deste trabalho, dois extratos diferentes foram preparados, ambos
aquosos, visando se aproximar do uso popular feito com essa espécie. Para o estudo
fitoquimico, utilizou-se como critério de escolha para determinacdo da metodologia extrativa
empregada, aquela que conferisse maior rendimento, o que foi avaliado conforme descrito na
Farmacopéia Brasileira 4 2 ed, segundo teste de dessecacgdo a peso constante, sendo escolhido
a infuséo a 5%, conforme descrito posteriormente.

Para os testes biologicos e farmacoldgicos optou-se por mimetizar o uso popular
feito com a espécie, utilizando para isso, a maceracao aquosa na concentracdo de 10%, sendo
esta a concentracdo aproximada do verificado junto a comunidade da Vila do Purupuru,

quando utilizada pela populacéo local.
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4.2BOTANICA

4.2.1 ldentificacdo da espécie

A espécie foi classificada taxonomicamente por boténicos do Herbario do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA, onde duas exsicatas foram depositadas,
referentes as espécies coletadas no municipio do Careiro Castanho e no campus do INPA, sob

numeragdo 224414 e 224040, respectivamente.

4.2.2 Descricdo botanica macroscopica

Trés ramos provenientes de individuos diferentes foram coletados no mesmo dia em
que a descricdo macroscopica foi realizada. As caracteristicas morfologicas das folhas e
galhos da espécie vegetal foram descritas por observacdo a olho nu e com auxilio de lupa

quando necesséario (OLIVEIRA; AKISSUE, 2005).

4.2.3 Descrigdo botanica microscépica

4.2.3.1 Cortes histoldgicos

Amostras das folhas inteiras e do caule, previamente armazenadas, foram submetidas a
cortes em micrétomo de mesa com aproximadamente 1 cm?. Os cortes realizados nas folhas
foram feitos nas regibes da nervura central, apice, base e peciolo. As amostras foram
submetidas a processo de desidratacdo em gradiente crescente de concentracdo em solucédo de
alcool etilico, partindo de alcool 50% onde estavam armazenadas até alcool 95%. As solucbes
foram trocadas de 2 em 2 horas. Os cortes foram incluidos em resina por 24 horas, conforme

recomendacdes do fabricante: Leica Microsystems Nussloch GmbH, Heidelberger Strabe 17-
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19, D-69226 Nussloch/Heidelberg ) e cortadas em micr6tomo de mesa. Os cortes foram
corados com azul de toluidina e a montagem das laminas foi feita em balsamo do Canada.

(O’BRIEN et al., 1964).

4.2.3.2 Dissociagéo da epiderme foliar

Fragmentos da folha armazenada foram cortados com 1 cm?, em formato quadrado
passando pela nervura central, e acondicionados em frasco de vidro com mistura de peréxido
de hidrogénio e acido acético glacial 1:1 (vv). O conjunto permaneceu em estufa por 24 horas
a 60 °C. Em seguida, a solucdo foi drenada e o material permaneceu em repouso em agua
destilada por 48 horas, quando se observou o inicio da dissociacdo que foi finalizada com
auxilio de estilete. O material foi lavado em &gua destilada e limpo com auxilio de pincel. O
material foi corado em safranina e a lamina montada em glicerina 50% (KRAUS; ARDUIN,

1997).

4.3 Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos foram realizados com material vegetal fresco, coletado no
dia do teste no campus do INPA. Foram realizados quatro testes histoquimicos nas folhas e no
caule do vegetal buscando os compostos como identificados na tabela 3. As laminas obtidas
foram fotografadas com fotomicroscopio Axioskop MC80, Zeiss e fotoestereoscdpio Stemi
SV11 MC 80, Zeiss, do Laboratério de Botanica Agroflorestal (LABAF) da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM). Os testes histoquimicos foram realizados segundo Ascencéo,

2004.
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Tabela 3. Testes histoquimico realizados com as folhas de Justicia acuminatissima
(Miq.) Bremek.

NUmero Teste histoquimico Metabolito secundario
1 Cloreto de Ferro 11l Compostos Fenolicos
2 Lugol Amido
3 Vermelho de Ruténio Substancias pécticas
4 Xylidine Ponceau (XP) Radicais cationicos protéicos

4.3 FITOQUIMICA

4.3.1 Prospeccéo fitoquimica preliminar

4.3.1.1 Teste para investigacao de heterosideos cianogénicos

Foram pesados 10 gramas do material vegetal seco e pulverizado e colocados em
erlenmayer de 250 mL com tampa esmerilhada adicionados de 50 mL de agua destilada. A
tampa da vidraria foi preso papel de filtro embebido em solucéo de picrato de sodio, sem que
este tocasse o liquido. A vidraria foi levada ao banho-maria por duas horas a 60 °C. O
aparecimento de cor castanho-avermelhado no papel, indica a presenca de heterosideos

cianogeénicos.

4.3.1.2 Teste para deteccdo de saponinas

Extrato aquoso a 2% por decoccdo foi preparado a partir da matéria prima vegetal
(MPV). O extrato foi filtrado e submetido a agitacdo vigorosa, onde se observou a formacéo
de espuma. Foram adicionadas trés gotas de acido cloridrico a 10%. O ndo desaparecimento

da espuma indica a presenca de saponinas (SCHENKEL et al, 2007).
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4.3.1.3 Teste para deteccdo de alcalbides

Foi preparado extrato por decoc¢do com 1,00 grama da (MPV) e 20 mL de acido
cloridrico (HCI) a 10%. O extrato filtrado foi distribuido em 5 tubos de ensaio. Um dos tubos
serviu como controle do teste e aos quatro restantes foram acrescentadas gotas dos reagentes:
Mayer, Bertrand, Hager e Dragendorff. O aparecimento de precipitado em pelo menos dois

tubos indica a presenca de alcaldides (COSTA, 2002).

4.3.1.4 Teste para pesquisa da presenca de cumarinas

Extrato aquoso por decocgéo foi preparado sob refluxo por cinco minutos, com 2,5 g.
de MPV e 50 mL de etanol 70%. O extrato foi filtrado, e em um pedaco de papel de filtro
foram aplicadas duas gotas do mesmo. Sobre uma destas, foi adicionada uma gota de
hidroxido de potassio (KOH) 1N. A segunda gota serviu como controle do teste. O papel foi
levado a lampada ultravioleta, onde o aparecimento de cor amarelo fluorescente, azul ou
verde na mancha do extrato indica a presenca de cumarinas (FALKENBERG; SANTOS;

SIMOES, 2007).

4.3.1.5 Teste de glicosideos cardioativos (RATES; BRIDI, 2007)

Foram fervidos 2 g da amostra pulverizada com 20 mL de etanol a 50 % e 10 mL da solucéo

de acetato de chumbo a 10%, por 2 minutos. O extrato foi filtrado e o sobrenadante foi transferido

para funil de separacdo, onde foram adicionados 15 mL de cloroformio. A solucdo foi agitada e

centrifugada novamente para a separacdo das fases, a operacdo foi repetida e as fases cloroférmicas

foram reunidas no mesmo béquer. Aliquotas de 5 mL foram colocadas em tubos de ensaio e

evaporadas a secura em banho-maria, 0s quais foram submetidos as reacdes de Libermann-

Burchard, Kedde, Legal, Baljet e Keller-Kiliani.
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4.3.1.5.1 Reacéo de Libermann-Burchard
No momento do uso, o reativo para esta reagédo foi preparado, misturando 5 mL de anidrido
acético e 1 mL de acido sulfarico concentrado. O residuo foi dissolvido em 1mL do reativo,

observando o aparecimento da cor castanha ou verde que indica a positividade do teste.

4.3.1.5.2 Reacdo de Kedde

O reativo foi preparado no momento da reacdo dissolvendo 100 mg de &cido 3,5-
dinitrobenzdico em 10 mL de &lcool comum. Ao residuo presente no tubo de ensaio, foram
adicionados 2 mL do &lcool a 50 %; 2 mL de &gua destilada, 2 mL do reativo preparado e 2 mL de
solugdo de hidroxido de potassio (KOH) 1N. Apds 5 minutos, ocorrendo o desenvolvimento de

coloracéo vermelho- violacea estavel, o teste é considerado positivo.

4.3.1.5.3 Reacdo de Legal

O reativo desta reacdo foi preparado no momento da analise, partindo de 30 mg de
nitroprussiato de sodio solubilizados em 9,9 mL de agua. Ao residuo presente no tubo de ensaio
foram adicionados 1 mL de piridina ao residuo, 0,5 mL de agua, 0,5 mL da solucdo de hidroxido de
sodio a 10% e 0,5 mL da solucdo do reativo. O desenvolvimento de cor foi observado, sendo o

teste negativo quando o aparecimento de coloracdo vermelha ocorre.

4.3.1.5.4 Reacdo de Baljet
O reativo dessa reacdo foi preparado, também no momento do uso, dissolvendo 1 g de acido
picrico em 100 mL de alcool a 50%. Ao residuo presente em tubo de ensaio foram adicionados 2

mL do reativo. O aparecimento de coloracdo laranja é tido como indicativo da positividade do teste.
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4.3.1.5.5 Reacdo de Keller-Kiliani

No momento do uso, o reativo foi preparado misturando 6 mL da solucdo de &cido acético
glacial e 0,2 mL da solugdo de cloreto férrico a 9 %. O residuo do tubo foi dissolvido em 3 mL
deste reativo e seu contedo foi transferido cuidadosamente para outro contendo 3 mL de &acido
sulfdrico concentrado sem agitar. O aparecimento de cores na zona de contato dos dois liquidos foi
observado, sendo o resultado positivo se houver formacdo de anel vermelho pardo e a solugéo

acética adquire lentamente coloracéo azul-esverdeada.

Os testes para deteccdo de fendis, taninos hidrolisaveis e taninos condensados,
antocianinas, antocianidinas e flavonoides, leucoantocianidinas, catequinas e flavonas,
flavonais, flavonas, flavononois e xantonas, esterdides livres e triterpenoides pentaciclicos
livres foram realizados de acordo com Matos (1997), sequindo marcha analitica, iniciada

pelo preparo de extrato hidroalcéolico como descrito a seguir.

4.3.1.6 Preparacéo do extrato hidroalcoolico

Extrato aquoso por decocgdo sob refluxo foi preparado por cinco minutos, com 2,5
gramas de MPV e 50 mL de etanol 70%. O extrato foi filtrado para baldo volumetrico de 50
mL onde seu volume foi aferido. Desse extrato, 10 mL foram separados para um béquer que
foi levado ao banho-maria até sua secura, para ser submetido ao teste para deteccdo de
esterdides e triterpenodides pentaciclicos livres. O volume restante do extrato filtrado foi
dividido em sete tubos de ensaio e identificados de 1 a 7, onde os testes para busca de

metabdlitos secundarios foram realizados, como descritos abaixo.
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4.3.1.7 Teste para deteccdo de esterdides livres e triterpendides pentaciclicos

livres

O residuo presente no béquer que foi levado a secura foi extraido com 2,0 mL de
cloroférmio. O processo foi repetido 3 vezes. A solucdo de extracdo foi filtrada gota a gota
em algod&o coberto com alguns centigramas de sulfato de sodio anidro (Na;SO,) para um
tubo de ensaio bem seco. Foram adicionados 1,0 mL de anidrido acético e procedeu-se
agitacdo. Em seguida, 3 gotas de &cido sulfurico (H,SO,) foram adicionadas e novamente
procedeu-se a agitacdo. O réapido aparecimento de cores deve ser observado. A cor azul
seguida de verde permanente indica a presenca de esteroides livres. A coloracdo parda e

vermelha indica a presenca de triterpenoides pentaciclicos livres.

4.3.1.8 Teste para fenois, taninos hidrolisaveis e taninos condensados

No tubo 1 foram adicionadas gotas de solucdo de cloreto férrico (1N). O tubo foi
agitado e a formacdo de precipitado foi observada. A interpretacdo do resultado foi feita

conforme o quadro abaixo.

Coloracéo do precipitado Grupo presente
Variavel entre 0 azul e o .
Fenaois
vermelho
Azul Taninos pirrogalicos (hidrolisaveis)
Verde Taninos flobabénicos (condensados ou catéquicos)

Quadrol — Dados para interpretagdo do resultado do teste para deteccdo de Fendis, taninos hidrolisaveis e
taninos condensados.
Fonte: MATOS, 1997
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4.3.1.9 Teste para deteccdo de antocianinas, antocianidinas e flavondides

O teste foi realizado com os tubos 2, 3 e 4. O tubo 2 foi acidulado até pH 3, o tubo 3
foi alcalinizado até pH 8,5 e o terceiro tubo também foi alcalinizado até pH 11. Deve-se

observar qualquer variacdo de cor do material, interpretando como o quadro a seguir.

Cor observada

Constituinte pH 3 pH 8 pH 11
Antocianinas e - .
Antocianidinas Vermelho Lilas Azul-purpura
Flavonas, Flavonois e

= - Amarelo
Xantonas
Chalconas e Auronas Vermelho - Vermelho purpura
Flavonondis - - Vermelho laranja

Quadro 2- Dados para interpretacdo do resultado do teste para deteccdo de antocianinas, antocianidinas e
flavonoides.
Fonte: MATOS, 1997

4.3.1.10 Teste para deteccédo de leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

O tubo 5 foi acidulado com é&cido cloridrico (HCI) até pH 1-3 e o tubo 6 foi
alcalinizado com hidroxido de sodio (NaOH) até pH 11. Foram observadas as mudancas de
cor que foram comparadas com o teste anterior. O aparecimento ou a intensificacdo da cor

indica a presenca de constituintes como o0s presentes no quadro a seguir.
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Acido Alcalino
Constituintes Cor do meio Cor do meio
Leucoantocianidinas Vermelha -

Catequinas (Taninos

A Pardo-amarelada =
catéquicos)

Flavonas - Vermelho laranja

Quadros 3 — Dados para interpretacdo do resultado do teste para deteccdo de leucoantocianidinas, catequinas e
flavonas
Fonte: MATQOS, 1997

4.3.1.11 Teste para detecgédo de flavondis, flavonas, flavononois e xantonas

No tubo 7 foram adicionados centigramas de magnésio granulado e 0,5 mL de HCI
concentrado. Foram observadas mudancas na coloracdo da solugdo ao final da reacdo que é
indicada pelo término da efervescéncia. O aparecimento ou intensificacdo de coloracao
vermelha indica a presenca de Flavondis, Flavonas, Flavonondis e Xantonas livres ou seus

heterosidios.

4.3.2 Dessecacao até peso constante

Para escolha da metodologia extrativa empregada no preparo do extrato aquoso
utilizado na analise fitoquimica, através de técnicas cromatogréaficas, trés extratos foram
preparados, com a finalidade de escolher aquela que conferisse maior rendimento. Foram eles
a decoccdo, a infusdo e o ultrassom nas concentracdes de 5 e 15%. Depois de preparados, 1
mL de cada extrato foi colocado em pesa-filtro previamente tarado e levados a secura em
estufa por 1 hora. A pesagem do pesa-filtro foi realizada, a cada 1 hora, até que ndo houvesse
variacgdo maior que 0,5 mg entre duas pesagens consecutivas (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 4 ed.).
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4.3.3 Particao liquido-liquido

O extrato escolhido para analise fitoquimica foi submetido a particdo liquido-liquido,
com gradiente crescente de polaridade, partindo de hexano, em seguida diclorometano e por
altimo acetato de etila, a fim de que houvesse semi-purificacdo dos extratos através da
afinidade de metabdlitos secundarios por afinidade com o solvente (CHECINEL FILHO,

YUNES, 2001).

4.3.4 A cromatografia

As fracOes obtidas da particdo liquido-liquido foram submetidas a cromatografia em
camada fina (CCD), em cromatoplacas de silica gel 60, com o objetivo de avaliar o perfil
cromatografico de cada fracdo, fazendo uso dos reveladores, KOH 1N para busca de
cumarinas (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2007) e NP, o revelador natural. De acordo
com dados da literatura e avaliacdo dos resultados obtidos a partir da CCD a fracao
diclorometano foi selecionada a ser submetida a cromatografia em coluna, tendo como fase
estacionaria a silica gel e como fase mdvel o sistema de solvente Metanol:Agua (50:50). Toda
a cromatografia em coluna foi acompanhada por CCD e as fragdes obtidas foram reunidas de

acordo com seu perfil cromatogréfico.

4.3.5 Analise espectroscopica do extrato aquoso e das fracoes

Os extratos brutos obtidos das folhas da espécie vegetal, para analise fitoquimica e
para analise biologica e farmacoldgica, assim como as fracbes hexanica, diclorometano e
acetato de etila e as fracOes selecionadas da cromatografia em coluna foram analisadas por
espectroscopia de Infra-vermelho. A espectroscopia de Infra-vermelho foi realizada pela

Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). O fluxograma 1 resume as
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etapas realizadas para a obtencdo de fragcBes enriquecidas em metabdlitos secundarios com

interesse bioldgico. Partindo da metodologia empregada no preparo do extrato.

| Extrato obtido por infusdo a 5% ’

[ Partigéio liquido-liquido ]

Fragfo hexano ’ { Fragéio diclorometano Fragéo acetato de etila ‘ Fragio aquosoa

Cromatografia em coluna

Cromatografia em coluna
' |
I I

‘ Fragdes C1 3-5 ’ ‘ Fragoes C1 6-7 ’ ‘ Fragao C3 -9 ’

Cromatografia em coluna

Fragéio C2 6-10

Fluxograma 1: Roteiro para obtencéo de fragéo ricas em metabdlitos secundérios de interesse.
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4.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.4.1 Agregacdo plaquetaria (BORN, 1962)

Amostras de plasma sanguineo foram coletadas na Fundacdo de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) e utilizadas dentro do periodo méaximo de trés horas.
O teste foi realizado em agregémetro de plaquetas. As amostras foram centrifugadas, duas
vezes consecutivas, por cinco minutos a 1500 rpm, com o objetivo de retirar a fragdo
sobrenadante, chamada de Plasma Rico em Plaquetas — PRP. A plaquetometria da amostra foi
avaliada em Analisador Hematologico, sendo considerado adequado para analise valores 300x
10° * 20. A amostra foi centrifugada novamente, por 5 minutos a 3000 rpm, para coleta do
Plasma pobre em plaquetas — PPP, que serve como branco do teste. O PRP foi incubado
juntamente ao extrato em tubo a 37 °C por 1 minuto no agregdmetro. Apos esse tempo, 0
agregante plaquetario foi adicionado ao tubo, e mediu-se a porcentagem de agregacéo
plaquetaria durante 5 minutos. Os valores sdo comparados ao controle do teste, que foi
realizado utilizando o PRP acrescido de dgua destilada e o agregante plaquetario. Para esse
teste foi utilizado como agregante plaquetario o ADP. Os testes foram realizados em
triplicatas. Os resultados foram comparados ao controle e expressos em porcentagem,

seguindo a formula abaixo:

Porcentagem de inibigdo (%) = 100- (agregacdo da amostra/agregacao do controle) x 100

O projeto de pesquisa teve aprovacao emitido pelo Comité de ética em pesquisa da

Universidade Federal do Amazonas, protocolado sob nimero 038/2006 (Anexo C).
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4.4.2 Coagulacdo sanguinea

A atividade do extrato aquoso das folhas de Justicia acuminatissima (Miqg). Bremek
sobre a coagulacdo sanguinea foi avaliada através dos testes de tempo de protrombina (TP) e
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA). Para tanto utilizamos o método de Brown
(1998) adaptado por Osoniyi e Onajobi (2003). Os testes foram realizados em coagulometro
tendo como critério para o término, a formacdo do codgulo. Todo o experimento foi realizado

em triplicata.

4.4.2.1 Tempo de protrombina (TP)

Amostras de sangue de voluntarios sadios foram coletadas em tubos contendo citrato
de sodio e centrifugadas por 5 minutos a 3000 rpm. Apds a centrifugacéo o PPP foi recolhido
para ser utilizado no teste. Para realizacdo deste teste utilizou-se o reagente thromboplastin-Si
(extrato liofilizado de cérebro de coelho 2,6% e cloreto de calcio 0,13%), que foi
reconstituido com agua destilada de acordo com o manual do fabricante, e incubado a 37 °C
por 10 minutos antes do inicio do teste. Nesse teste, o tempo de formacdo do coagulo foi
registrado e comparado com o controle, servindo como parametro do teste. O extrato foi
testado nas concentracdes 40, 20, 10, 5 e 2,5 mg/mL. O controle do PPP foi realizado visando
avaliar a coagulabilidade do plasma. Para cada ensaio as quantidades de cada componente do

teste foram colocadas como descrito na tabela 3.

Tabela3. Quantidade de reagentes para a determinacdo de Tempo de Protrombina

PPP (uL) Reagente (uL) Amostra (uL) Tipo de amostra
50 100 - Controle do PPP
50 96 4 ( H,0) Branco

50 96 4 (Extrato) Teste
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4.4.2.2 Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)

Amostras de sangue de voluntérios sadios foram coletadas em tubos contendo citrato
de sddio. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 3000 rpm. Apés a centrifugacao, o
PPP foi recolhido sendo esta a fracdo utilizada no teste. Para esta andlise utilizou-se o
reagente hemoStat aPTT-EL (extrato de cérebro de coelho cloroformizado). O extrato foi
testado nas concentracdes de 40, 20, 10, 5 e 2,5 mg/mL . Cada componente do teste foi

adicionado como na tabela .

Tabela 4- Quantidade de reagentes para a determinacdo de Tromboplastina parcial ativada

PPP (uL) Reagente (uL) CaCl2 (uL) Amostra (uL) Tipo da amostra
30 30 40 - Controle PPP
30 30 36 4 (H,0) Branco
30 30 36 4 (Extrato) Teste

4.5 TESTES FARMACOLOGICOS

4.5.1 Animais utilizados nos testes farmacol6gicos

Para a realizacdo dos testes farmacoldgicos de toxicidade aguda e formalina foram
utilizados camundongos Swiss ndo isogénicos de ambos 0s sexos com dois meses de idade, e
peso equivalente a 20 £ 2 gramas.

Para a realizacdo dos testes de edema de pata e lesdo gastrica induzida por
indometacina, foram utilizados Ratos Wistar de ambos 0s sexos, ndo isogénicos de 2 meses de

idade, e peso igual a 180 + 20 gramas (FONSECA et al., 2007).
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Para todos os testes farmacoldgicos foram utilizados animais de ambos 0s sexos,
sendo o nimero de animais utilizados em cada teste, dividido igualmente entre machos e
fémeas.

O extrato testado em todos os testes farmacoldgicos foi 0 mesmo utilizado em todos 0s
testes bioldgicos: extrato aquoso obtido por maceracao a 10%.

Os animais foram recebidos do Biotério Central da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) e ficaram acondicionados em gaiolas de 40x50x20 cm, recebendo ragéo e
agua ad libtum, com temperatura e luz controladas, ciclo 12/12 horas sendo levados a sala de

testes 2 horas antes para que se ambientassem.

4.5.2 Preparo das solugdes utilizadas nos testes farmacoldgicos

Formol — solucéo 2% diluida em solucdo salina 0,9%.

Fentanil — solugdo 5 pg/mL diluido em solucéo salina 0,9%.

Carragenina — solucdo 2% solubilizada em solucéo salina 0,9% e aquecida a 40 °C.
Indometacina — solubilizada em solucédo 0,1 N de NaOH com pH 8 (LUCENA et al.,

2006).

4.5.3 Toxicidade aguda (Vasconcelos et al., 2007)

Visando a observacédo de efeitos gerais e a toxicidade aguda do extrato testado, foram
utilizados 6 animais, separados em 2 grupos com trés animais cada, sendo cada grupo
constituido de animais machos e fémeas, e dois animais controle um animal para cada sexo.
Os animais foram mantidos em gaiolas separadamente de acordo com o sexo. O extrato foi
administrado por via oral (gavagem), na dose 5000 mg/kg. Os animais foram privados de
racdo 12 horas antes do teste e ap6s administracdo foram observados durante duas horas, a

cada 15 minutos, quando seu comportamento foi observado e registrado, segundo a tabela de
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observacdo de parametros em testes farmacoldgicos que segue em anexo (Anexo A).
Decorrido este periodo, os animais receberam &gua e racdo a vontade e foram observados por

15 dias.

4.5.4 Teste da formalina (LAPA et al., 2008).

Para o teste da formalina foram separados 6 grupos com 6 animais cada, sendo 2
grupos referentes aos controles com indometacina e fentanil. O terceiro grupo, controle
negativo, recebeu agua potavel, e os trés restantes receberam o extrato aquoso nas
concentracdes 30, 100 e 300 mg/kg. Cada animal recebeu 30 pl/L de solugdo de formalina 2%
por via subplantar na pata direita traseira. Os animais foram observados nos primeiros 5
minutos, referentes a primeira fase da atividade nociceptiva, e dos 15 aos 30 minutos,
referentes a segunda fase, ap0s a administracdo de formalina. O tempo que cada animal
passou lambendo ou mordendo a pata injetada foi contado, e os resultados dos animais

tratados foram comparados aos controles negativos.

4.5.5 Teste do edema de pata (Winter et al., 1962; LAPA et al., 2008.)

Foram utilizados para este teste 30 ratos albinos Wistar, divididos em 5 grupos de 6
animais. O primeiro grupo constituiu o grupo controle positivo (indometacina) 10 mgkg, 0
segundo grupo constituiu-se dos animais controle negativo (agua potavel) 10 mlkg, e os trés
grupos restantes foram formados para as doses de 30, 100 e 300 mg/kg de peso. Os animais
receberam o extrato e os controles 1 hora antes do inicio do teste, por via oral. Apos 1 hora do
tratamento, os animais receberam 0,3 mL da solucdo de carragenina 2%, intraplantar, na pata
direita traseira. A pata esquerda traseira serviu como controle, sendo administrados nesta o

mesmo volume de solucdo salina 0,9%. O volume do edema de pata formado foi medido com
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pletismdmetro na primeira hora apos inicio do teste, e a cada hora até a quinta hora do teste. O
resultado foi expresso como variagdo do volume da pata em relagdo ao volume da pata
utilizada como controle. A figura a seguir mostra 0 momento da medida da variacdo do

volume do edema na pata do animal em pletismometro.

Figural: Avaliacdo da variacdo do volume do edema de pata do animal em pletismémetro.

4.5.6 Teste da lesdo gastrica induzida por Indometacina (LAPA et al., 2008).

Foram utilizados para este teste 18 animais, divididos em trés grupos de 6 animais
cada, um grupo referente ao extrato, outro o controle negativo (agua) e o terceiro
indometacina (controle positivo). Os animais receberam por via oral o extrato na dose de 300
mg/kg de peso, a agua 10 mlkg e a Indometacina na dose de 10 mg/kg. Apos 1 hora os

animais foram sacrificados por deslocamento cervical sob anestesia etérea, e seus abddomens
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foram abertos e os estdbmagos retirados. Cada estdbmago foi armazenado em solugéo salina
0,9% gelada até que todos fossem retirados e abertos ao longo da pequena curvatura, sendo
sua mucosa lavada com solucdo salina delicadamente. Os estdmagos foram fixados em
parafina e observados em lupa. Em seguida, alguns pardmetros foram observados, 0s quais
apresentavam pontuacGes, a partir dos quais foi calculado o indice de Ulcera, através da

somatdria dos mesmos. O itens observados bem como a pontuagdo de cada um estdo descritos

a seguir:

A figura 2 mostra o estdmago de um animal fixado em parafina e observado em

estereoscopio.

Coloragédo da mucosa
Hiperémica — 0 pontos
Descorada — 1 ponto
Pregas

Presente — 1 ponto
Ausente — 0 ponto
Petéquias

Leve — 1 ponto
Moderado- 2 pontos
Intenso — 3 pontos
Ulceras

Somatoria das Ulceras

presentes

Edema

Leve — 1 ponto
Moderado- 2 pontos
Intenso- 3 pontos
Hemorragia

Leve- 1 ponto
Moderado — 2 pontos

Intenso — 3 pontos

Muco
Leve — 1 ponto
Moderado — 2 pontos

Intenso — 3 pontos
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Figura 2: Estdmagos fixados em parafina observados em lupa

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 BOTANICA

5.1.1 Descricdo botanica macroscopica

As espécies do género Justicia apresentam semelhancas morfoldgicas
(OLIVEIRA et al., 2000) sendo a descricdo de suas caracteristicas botanica uma
ferramenta de extrema importancia. Dessa maneira a descricdo botanica macroscépica
foi realizada onde foi observado que Justicia acuminatissima (Miq.) Bremek. € um
arbusto de aproximadamente 2 metros de altura. Suas folhas medem comumente de 9 a

13 cm de comprimento e 3 a 5 cm de altura, sendo verdes em ambas as faces. Sado
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simples, opostas cruzadas com consisténcia membranacea e pilosas. Seu padrdo de
nervura é peninérveo. Apresenta contorno lanceolado com margens levemente crenadas.
Seu &pice é acuminado e a base € cuneata. Quanto ao peciolo é liso apresenta de 1,7 a

2,7 cm de comprimento sendo achatado, concavo-convexo em secdo transversal.

A descricdo das caracteristicas macroscopicas da espécie Justicia
acuminatissima (Miq.) Bremek. reforcam a afirmacdo de que ha similaridade entre os
membros do género Justicia. Dessa maneira, as informacOes acerca de suas
caracteristicas sdo de extrema importancia, uma vez que muitas espécies desse género
sdo utilizadas pelas populagbes como plantas medicinais. Essas informacgdes podem
servir como fonte para a correta determinacdo da espécie. Assim como descrito para
Justicia pectoralis Jac. var. stenophylla Leonard, trata-se de uma erva com lamina
lanceolada, verde e de consiténcia membranacea. Seu apice e base se assemelham ao
descrito para Justicia gendarussa Burm. F, assim como a leve crenagdo nas margens
(OLIVEIRA et al., 2000). O peciolo se assemelha ao descrito para Justicia zarucchii,
uma outra espécie encontrada também na regido Amazonica, sendo esta porem diferente
nos demais aspectos aqui observados da espécie estudada neste trabalho
(WASSHAUSEN, 1984). A figura 3 mostra a disposicdo das folhas de Justicia

acuminatissima (Mig.) Bremek. A figura 4 mostra o aspecto geral desta espécie.
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Figura 3: Disposi¢do oposta-cruzada das folhas de

Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek. Figura 4: Justicia acuminatissima (Miqg) Bremek.

5.1.2 Descrigao botanica microscopica

Para descricdo das caracteristicas microscépicas da espécie observamos a folha
em sua nervura central, mesofilo e peciolo observando a lamina foliar como um todo e o
caule. A nervura central apresenta epiderme uniseriada composta de células cubicas. O
tecido subepidérmico é constituido de colénquima angular que é interrompido por
esclerénquima. Observa-se a presenca de tricomas glandulares e tricomas do tipo tector,
o0 qual pode ser visto na figura 5 no item C. Na face adaxial o colénquima € angular e
interrompido por parénquima com células do esclerénquima. Voltado para a face
abaxial ha colénquima angular e continuo. Apoés o tecido colenquimatico esta a matriz
parenquimatica de preenchimento abrigando o feixe vascular semicircular e central com
dois feixes vasculares laterais. A regido intercostal é composta por epiderme adaxial

com células irregulares de tamanho variado, sendo varias as inclusdes de cristais de
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oxalato de célcio do tipo drusa. A epiderme abaxial apresenta células semelhantes, onde

também se observam células maiores com as mesmas inclusoes.

O mesofilo é dorsiventral com uma fileira de células constituintes do
parénquima palicadico, seguida de quatro a cinco camadas de parénquima lacunoso
relativamente denso, onde as células estdo quase justaposta (Figura 5 item B) E possivel
perceber por observacdo da regido do mesofilo a presenca de cuticula fina, ao longo da
lamina foliar conforme a figura 5 no item A, onde também se observa presenca de
estdmato aberto realizando a troca gasosa. Ao nivel das nervuras secundarias ocorre
colénquima acima do parénguima palicadico e abaixo da epiderme abaxial. O feixe
vascular € circular semelhante aos auxiliares e ndo se observa células da bainha do feixe
vascular. A figura 5 se refere ao estudo anatémico realizado com a lamina foliar da

espécie.
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Figura 5: Estudo anatdbmico da lamina foliar de Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek. A- Mesofilo da
folha. Em destaque cuticula fina e estdmato aberto. B- Organizagio dos parénquimas no mesofilo foliar.
Parénquima palicadico seguido por parénquima lacunoso. Foto com giro. C- Nervura central. Presenca de
Colénquima abaixo da epiderme. Em destque Tricoma tector. D- Nervura central com feixes vasculares
bicolaterais e feixes acessorios. Co — Colénquima. Cu — Cuticula. Ea — Estdmato aberto. Fa- Feixe
acessorio. FV- Feixe vascular. TT- Tricoma tector.

O peciolo apresenta epiderme uniseriada, composta de células clbicas com
parede periclinal externa espessa e paredes anticlinais com certa sinuosidade. Foram
observadas células com inclus&o, cristais de oxalato de célcio, caracteristicos de drusas.
Tricomas papilares secretores foram encontrados em pequeno nimero. A presenga de

tricomas na familia Acanthaceae ja é conhecida e bem descrita na literatura (AKHTAR;



63

SYED, 2006). A regido subepidérmica é ocupada por colénquima com espacamento
angular e em alguns casos chegando a ser angular. Abaixo do colénquima ha presenca
de células parenquimaticas com bastante espago esquizdégeno. O sistema vascular é
composto de um feixe central semicircular em meia lua bicolateral e dois feixes

complementares circulares, o que pode ser visto por observacao da figura 6 item A.

Figura 6: Peciolo da espécie Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek. A- Vista em corte transversal do
peciolo. Em destaque os Feixes vasculares e Feixes Acessorios. B- Epiderme uniserida. Presenca de
tricoma tector e tricoma glandular. Fa- Feixes acessorios. FV- Feixe vascular. TG- Tricoma Glandular.
TT- Tricoma Tector.

A familia Acanthaceae se apresenta como uma familia onde ha grande
presenca de espécies produtoras de cristais de oxalato de calcio. Além disso, a presenca
de tricomas glandulares e ndo glandulares também é comum (METCALFE, CHALCK,

1957). Desta maneira, observar cristais e tricomas na espécie estudada ja era esperado.

O caule de J. acuminatissima apresenta cuticula espessa e epiderme uniseriada
composta por células cubicas. A parede periclinal externa é espessa e as paredes

anticlinais apresentam certa sinuosidade e o tecido subepidérmico é constituido por
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colénquima angular. Neste tecido, em sua camada mais interna observamos a presencga
de cristais de oxalato de calcio, do tipo drusa, comuns na familia. Na regido cortical do
caule, em sua parte mais interna, ha tecido parenquimatico de preenchimento. O cilindro
vascular é formado por varios feixes bicolaterais de floema, xilema e novamente floema
em organizacdo secundaria. A figura 7 mostra algumas das estruturas encontradas no

caule dessa espécie vegetal, com destaque ao estbmato funcional observado no item B.

Figura 7: Caule de Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek. A- Vista geral do caule em corte transversal
mostrando o parénquima de preenchimento e os feixes vasculares ao longo de todo o caule. B- Estbmato
funcional. Detalhe para a camara estomatica. C- Floema e Xilema com presenica de células
meristematicas em divisdo celular. CE- Camara estomatica. Ea- Estbmato aberto. F- Floema. X- Xilema.

A familia Acanthaceae é referendada na literatura como uma das quatorze
familias onde os cistolitos estdo presentes (METCALFE; CHALK, 1957). No entanto,
ndo foram observados cistolitos na espécie estudada, uma vez que ndo se observou a
presenca de litocistos nem de células contendo granulos caracteristicos de cristais de
carbonato de calcio. Poréem, foram observadas muitas células contendo cristais de
oxalato de calcio, tipo drusa, o que pode estar associado a presenga de grande

quantidade de célcio no solo (LARCHER; BOEGER, 2006).
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A observacdo da anatomia foliar e do caule da espécie Justicia acuminatissima
(Mig.) Bremek. é uma importante ferramenta que pode auxiliar na correta identificacéo,

dado o uso intenso na medicina popular na regido norte brasileira.

5.1.3 Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos realizados com as folhas da espécie demonstraram a
presenca de compostos fendlicos, amido e radicais protéicos, substancias pécticas ndo

foram observadas.
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Figura 8 — Testes histoquimicos na lamina foliar e peciolo de Justicia acuminatissima (Miqg) Bremek: A)
Mesofilo corado em FeCls. Aumento de 20x. B) Nervura Central corada com Lugol 10x de aumento. C) Folha
corada em Fecl; 40x de aumento. D) Folha aumento de 100x corado em XP. E) Peciolo corado com em Fecl;
20x de aumento. F) Peciolo corado em lugol 40x de aumento.

A regido do tecido parenquimatico presente abaixo do colénquima e que o
intercala se apresenta como uma regido muito rica em substancias. Na epiderme foliar
evidenciou-se a presenca de proteinas. Ja no peciolo ha a presenca de poucos gréos de

amido em torno do sistema vascular. No parénquima palicadico do mesofilo foliar ha
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grande presenca de compostos fendlicos que chegam mesmo a alcancar o parénguima
lacunoso. A presenca de compostos fendlicos também é evidenciada no caule assim
como proteinas e amido. A intensa coloracdo do mesofilo com FeCls, elucida a alta
concentracdo de compostos fendlicos pode estar associada as atividades bioldgicas

demonstradas por este vegetal.

5.1.4 Dissociacao da epiderme foliar

O arbusto apresenta folha anfistomatica, o que parece ser comum em arbustos
dada a menor incidéncia de luz solar. As epidermes abaxial e adaxial foram observadas
ao microscopio Otico e suas caracteristicas sdo: A epiderme abaxial apresenta grande
incidéncia de estdmatos do tipo diacitico. Tricomas tectores estdo presentes, sendo
tricomas tectores unicelulares, uniseriados simples e tricomas tectores pluricelulares
também uniseriados. As células epidérmicas apresentam parede sinuosa, e ao longo das
nervuras se apresentam com contorno mais alongado. Ao longo da face abaxial da folha
encontramos bases de tricomas.

A epiderme adaxial apresenta estdmatos diaciticos, assim como descrito para
face abaxial. Ha presenca de tricomas unicelulares uniseriados simples e tricomas
pluricelulares. Ao longo da face adaxial, encontram-se bases de tricomas pluricelulares.
As células epidérmicas se apresentam com parede sinuosa e, ao longo das nervuras, as
paredes sao alongadas. Ha grande concentracdo de substancia ergastica em toda a face
inferior concordando com os testes histoquimicos. As figuras 9 e 10 retratam a

epiderme abaxial e adaxial de J. acuminatissima.
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Figura 9: Epiderme abaxial de Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek. A- Vista frontal onde se
observa a parede das células epidérmicas em contorno sinuoso. No detalhe um Tricoma glandular. B-
Grande presenca de estdmatos e células epidérmicas com parede sinuosa. C- Detalhe do estdmato,
mostrando se tratar de estdmato diacitico.

CE: Célula Epidérmica. TG: Tricoma Glandular. EP: Estdbmato diacitico.

Figura 10: Epiderme adaxial da espécie Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek. Células com paredes
sinuosas sdo percebidas. A- Presenca de estdbmato paracitico. B- Destaque para as células epidérmicas.
Presenca de tricoma em secdo transversal. CE- Célula Epidérmica. EP- Estdmato diacitico. T- Tricoma.
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5.2 FITOQUIMICA

5.2.1 Prospeccao fitoquimica preliminar

O conhecimento das classes de metabdlitos secundarios presentes nas espécies
vegetais é uma ferramenta muito importante nos estudos farmacognosticos uma vez que
pode encaminhar os estudos de atividades biolégicas, ou mesmo indicar caminhos para
0 isolamento de substancias que podem futuramente fazer parte do arsenal de
substancias utilizadas na terapéutica. Neste sentido as marchas de analises fitoquimicas
sdo uma ferramenta nas maos daqueles que estudam produtos naturais. Uma planta pode
produzir milhares de substancias diferentes, em diferentes concentracdes, e 0
conhecimento das classes presentes em uma espécie facilita o delineamento do estudo.

A tabela 5 indica os testes realizados nos quais os resultados foram positivos.

Tabela 5. Testes positivos na prospecc¢do fitoquimica

Metabdlito Pesquisado Resultados

Saponina

Catequinas

Cumarinas Positivo

Esteroides

Taninos condensados

A espécie estudada mostrou a presenca de cumarinas, saponinas, esterdides,
taninos condensados e catequinas. A presenca de cumarinas esta de acordo com 0s
achados em trabalhos feitos com outra espécie do género, Justicia pectoralis, que
apresenta a cumarina e a umbeliferona como seus principios ativos (LINO et al., 1997),

podendo essa classe de metabolitos ser a responsavel pela atividade biolégica descrita
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para Justicia acuminatissima (Miqg.) Bremek., uma vez que ambas séo utilizadas para a
mesma finalidade. Além disso, a presenca de saponinas também foi descrita para
Justicia gendarussa, (DIN et al., 2002), cujos metabolitos predominantes pertencem a
classe dos flavonoides (OLIVEIRA et al, 2000). A auséncia de alcaldides e
heterosideos cianogénicos em J. acuminatissima est em consonancia com os resultados
descritos para Justicia pectoralis e Justicia gendarussa. Quanto a presenca de
flavonoides, encontramos relatos na literatura da presenca dessa classe de substancias
nas espécies Justicia gendarussa e Justicia chlorostachya. Ja na espécie em estudo,
ambas as classes de metabdlitos ndo foram encontradas. No entanto, os esterdides e
taninos foram reportados neste mesmo trabalho, assim como visto para J.
acuminatissima.

A presenca de cumarinas na espéecie J. acuminatissima (Mig.) Bremek. torna seu
estudo quimico interessante, dada a forma restrita que aparecem na familia
Acanthaceae, sendo a espécie Justicia pectoralis, até 0 momento, o Unico membro do
género a apresentar cumarinas (OLIVEIRA et al., 2000). Muitas sdo as atividades
biologicas atribuidas as cumarinas, inclusive a atividade antiinflamatéria reportada a
esse vegetal (OJALA, 2001). Dessa maneira, as cumarinas tornaram-se foco principal
do trabalho fitoquimico realizado nesse estudo. A figura 11 mostra os testes realizados

nos quais os resultados encontrados foram positivos.



71

Figura 11: Resultados positivos encontrados na pesquisa de metabdlitos secundarios. A- Presenca de
compostos fendlicos. B- Coloragao parda indicando presenca de catequinas. C- Positividade no teste para
detecgdo de esterdides. D- Presenca de espuma mesmo com adigdo de acido cloridrico, indicando a
presenca de saponinas. D- Fluorescéncia amarela em gota de extrato alcalinizada indicando a presenca de
cumarinas.

5.2.2 Dessecacao a peso constante

Trés metodologias foram utilizadas para determinar, através de comparacao de
seus rendimentos, aquela que iria conferir maior quantidade de material extrativo para
que as analises fitoquimicas fossem realizadas. Desta maneira o0 extrato com maior
rendimento apds analise dos resultados foi a infusdo a 5%, o que pode ser verificado por

observacao da tabela 6.
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Amostra | Concentragédo do extrato Método de Rendimento em
testado extracdo gramas
Folhas 5% Decocgéo 0,0595
Folhas 5% Infusdo 0,08325
Folhas 50 Ultra-som 0,0555

Tabela 6. Resultados da analise de dessecacdo a peso constante.

Os estudos fitoquimicos necessitam de grande quantidade de extrato para que se

possa conhecer o perfil de uma determinada espécie ou mesmo isolar alguma substancia

desejada (CHECHINEL-FILHO; YUNES, 1998). Pensando nisso, a dessecacao a peso

constante foi realizada objetivando reconhecer a metodologia que conferisse maior

rendimento, para que a mesma fosse empregada na andlise fitoquimica. Desta maneira

trés metodologias foram escolhidas para comparacao: decoccao, infuséo e ultra-som. A

decoccdo e a infusdo se aproximando do uso popular e o ultra-som apenas como sendo

uma metodologia alternativa. Todos os extratos foram testados a 5 e a 15%, no entanto

todas as metodologias extrativas apresentaram maior rendimento a 5%, sendo a infusdo

a 5%, aquela com rendimento superior a todas as demais.
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5.2.3 Particéo liquido-liquido

A particdo liquido-liquido em ordem crescente de polaridade visa uma
semipurificagdo do extrato trabalhado. Desta maneira, cada fragdo fornecida por cada
solvente utilizado apresentou riqueza de determinado metabolito secundério. Neste
estudo, trés fragdes foram fornecidas, a saber: hexénica, diclorometano e acetato de
etila.

Cada uma dessas fracOes apds ter sido avaliada por cromatografia em camada
fina, utilizando como fase estacionaria cromatoplacas de silica gel 60, apresentou perfil

mostrado na figural3.

Figua 12: Perfil cromatografico das fracBes obtidas na particdo
liquido-liquido. 1) Extrato. 2) Hexanica. 3) Diclorometano. 4)
Acetato de etila Eluente: MeOH:H,O (50:50)
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Optou-se por trabalhar na cromatografia em coluna com as fracOes
diclorometano e acetato de etila, baseados na literatura que relata que a concentracao de

cumarinas é maior nessas fracdes (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

5.2.4 A cromatografia

Apbs observacdo do perfil cromatogréafico das fragdes obtidas na particao
liquido-liquido, e baseados no foco do trabalho fitoquimico — as cumarinas, e nos dados
da literatura, a fragdo diclorometano foi submetida a cromatografia em coluna utilizando
como eluente o metanol puro. As fracOes obtidas ao serem reveladas em solugdo de
KOH 10%, apresentaram coloragéo indicativa da presenca de cumarinas, amarelo, azul

e verde, quando submetidas a lampada U.V, com A 356 nm, como demonstrado abaixo:

Figura 13- Fracdes obtidas da cromatografia em coluna da fracdo
Diclorometano. Revelada com KOH 10% em MeOH.

As fracdes 3, 4 e 5 foram reunidas e recromatografadas utilizando como eluente
MeOH:H,O (50:50). Ao serem submetidas a cromatografia em camada delgada

utilizando como sistema de solventes tolueno:diclorometano:acetona (45:25:30),
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reveladas com KOH 10% e submetidas a lampada U.V, A 356 nm, apresentaram
coloracdo caracteristica de cumarinas, neste caso com coloracdo azul. Uma terceira
coluna foi realizada com a fragdo acetato de etila, utilizando como fase movel
metanol:dgua (1:1), fornecendo uma fracdo de coloragdo caracteristica de cumarina
quando revelada da mesma maneira que as demais, sendo chamada de Fracdo C3 9, a

qual também foi submetida a analise espectrométrica.

Figura 14: Cromatografia em Camada fina, fracdo C2 6-10

5.2.5 Anélise Espectroscopica do Extrato aquoso e das Fracdes

O extrato empregado na andlise fitoquimica, a fracdo diclorometano, e as fragdes
C16-7, C2 6-10, resultantes da coluna feita com a fracdo diclorometano e a fracdo C3 9,
resultante da cromatografia em coluna feita com a fracdo acetato de etila, foram
submetidas a analise espectrométrica por infra vermelho. Nos espectros de infra-

vermelho as principais bandas estdo descritas e elucidam a presenca de importantes
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grupos funcionais presentes nas amostras. A descricdo desses espectros mostra que
trata-se de amostras com presenca de grupamento aromatico presente, e hd grande
presenca de grupamento hidroxila na maioria das fragOes aqui descritas. As descri¢oes

foram feitas de acordo com Silverstein, 2008.



77

105.0

100

95 |

75 |

70 |
%T

65

350

4000.0

T

3000

c:\pel_date\spectra\1754.sp - Andreia

2000

1500 1000 500 400.0

Espectro 1: Extrato aquoso obtido por Infusdo a 5%.

O espectro 1, obtido a partir da analise do extrato aquoso por infusdo a 5%,

utilizado na analise fitoquimica por cromatografia apresentou como bandas indicativas

da presenca de compostos arométicos hidroxilados. Em 3368 cm™ observa-se a presenca

de banda caracteristica da deformacéo axial da ligacdo O-H. Em 2361 cm™ verifica-se a

presenca de deformacdo axial da ligacdo C-H. J4 na faixa entre 1558 e 1418 cm™ ha

presenca de bandas caracteristicas da deformacdo axial das vibracdes do esqueleto de

C=C.
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Espectro 2: Espectro na regido do infra-vermelho da Fragdo Diclorometano, originaria da particdo
liquido-liquido

A fracdo Diclorometano apresenta em seu espectro bandas caracteristicas de
compostos aromaticos hidroxilados, o que é confirmado pela presenca em 3395 cm™ da
deformacao axial da ligacdo O-H. Em 2916 e 2849 cm™ ocorrem bandas decorrentes da
deformacéo axial de ligacdo C-H, e em 1653 cm™ de deformacao axial de ligacdo C=C.
Em aproximadamente 700 cm™ ocorrem bandas oriundas de deformagéo angular fora

do plano de C-H de compostos aromaticos.
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Espectro 3: Fracdo C1 6-7

A observacdo das bandas presentes no espectro da fracdo C1 6-7 mostra a

presenca de banda da ligacdo axial O-H em 3431 cm™. Em 2361 e 2074 cm™ ha

presenca de deformacéo caracteristica da ligagdo C-H. Em 1033 cm™ ocorre banda de

deformacéo axial de grupamento C-C=0-C, e em 1632 cm™ ha presenca de deformagéo

axial da

ligacdo C=C.
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Espectro 4: Fracdo C2 6-10.

A fracdo C2 6-10 apresenta em 3433 cm™ banda tipica de grupamento O-H em

sua deformacdo axial. Em 2981 e 2865 cm™ ocorre deformagéo axial de grupamento C-

Heem 1651 cm™ deformacdo axial da ligagdo C=C.
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Espectro 5: Fracdo C3-9.

A fracdo C3 9 apresenta banda caracteristica de grupamento O-H em 3408 cm™,
Ja em 2981 e 2843 cm™ observamos bandas provenientes de deformacéo axial de C-H.
Em 1653 cm™ h4 presenca de vibracdo de ligacdo C=C. A presenca de bandas entre
2000 e 1650 cm™ sAo tipicas de combinagdo e harmdnicas de compostos aromaticos.

Desta forma, a partir dos dados obtidos na prospec¢do fitoquimica, do perfil
cromatografico das fracdes diclorometano e acetato de etila obtidas por particdo liquido-
liquido, e das caracteristicas das fracGes oriundas da cromatografia em coluna, quando
reveladas com KOH 10% e observadas sob luz U.V somando a andlise das bandas
descritas nos espectros no infra-vermelho, sugerimos a possibilidade de forte presenca

de cumarinas nesta espécie, o que € de grande valia por ser rara em membros da familia
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Acanthaceae, podendo por isso, se confirmada em estudos posteriores, ser utilizada

como marcador quimico da especie.

5.3 TESTES BIOLOGICOS

5.3.1 Agregacao plaquetaria

Um dos principais efeitos colaterais causados pelos antiinflamatdrios utilizados
na clinica advém da intervencdo dessa classe terapéutica na agregacdo plaquetéria,
causada pela inibicdo da COX-1, interferindo na producdo de PAF e TXA2 por
exemplo. Desta maneira, desejou-se avaliar o efeito do extrato aquoso de Justicia
acuminatissima (Mig.) Bremek. sobre a agregacdo plaquetaria, dada suas propriedades
antiinflamatodrias relatadas pelo uso popular e demonstradas através de ensaio
farmacoldgico. O teste foi realizado nas concentrac6es de 40, 20, 10, 5 e 2,5 mg/mL,
ndo sendo possivel realizar esse teste nas mesmas concentracbes dos testes
farmacoldgicos realizados, uma vez que a deteccdo da avaliacdo da capacidade inibidora
da agregacdo plaguetaria é feita baseada na medida de formacdo de agregados de
plaquetas, apds exposicdo a agente agregante, sendo esta realizada em aparelho
agregdmetro, um espectrofotdmetro que mede a variagdo na transmissao de luz através
da suspensdo de plaquetas utilizada no teste (PIEDADE et al.,2003). Acima dessas
concentracdes houve impossibilidade de realizacdo de leitura do teste devido a
coloracdo verde-vermelha intensa do extrato. Ndo foi observada inibicdo da agregacao

plaquetaria do extrato nas doses testadas, sendo o resultado igual ao do controle.

5.3.2 Coagulacéo sanguinea

Tanto o teste de avaliacdo TP quanto o teste TTPA ndo mostraram diferencas

entre os valores dos grupos testados. Desta maneira, ndo foi possivel o célculo da
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Concentracdo Inibitéria 50% (IC sp), uma vez que ndo houve significancia estatistica

nos testes.

5.4 TESTES FARMACOLOGICOS

5.4.1 Toxicidade Aguda (Vasconcelos et al., 2007)

Apds 15 dias de observagdo, ndo houve morte de nenhum dos animais testados,
desta maneira ndo foi possivel a determinacdo da DLsy, Nenhum dos parametros
descritos na tabela de parametros farmacoldgicos foi observado durante as duas horas de
observacdo dos animais. Como a dose testada (5000 mg/kg), € considerada maxima pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, o extrato ndo foi considerado toxico quando

administrado por via oral.

5.4.2 Teste da formalina (LAPA et al., 2008).

O teste da Formalina permite a quantificacdo da resposta antinociceptiva a partir
da observacéo das respostas motoras do animal em teste. No modelo da formalina duas
fases sdo observadas. A primeira fase comeca imediatamente apds a administracdo da
formalina e dura os cinco primeiros minutos. A segunda fase se inicia aos 15 minutos
posteriores e finda aos 30 minutos apds a administracdo da formalina. Essas duas fases
apresentam mecanismos de modulacdo distintos. A primeira fase € de carater
neurogénico sendo sensivel a analgésicos opidides. Ja a segunda fase € caracterizada por
dor de origem inflamatéria, sendo portanto, sensivel aos farmacos analgésicos anti-
inflamatdrios (LAPA et al., 2008). O modelo da formalina é uma ferramenta de grande
importancia nos testes farmacoldgicos, pois auxilia na diferenciacdo entre o efeito

analgésico e antiinflamatério corriqueiramente confundido nos relatos populares de usos
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de extratos vegetais. O extrato de Justicia acuminatissima (Miq.) Bremek. foi testado

neste modelo visando realizar triagem que auxiliasse na decisao das proximas etapas de

avaliacdo das atividades farmacoldgicas dessa espécie. O resultado estd expresso no

grafico 1, onde a andlise estatistica foi realizada pelo método ANOVA 2 WAY com pds

teste de Bonferroni. Considerou-se significativo valores para p < 0,05 (*) e 0,001 (**).

Licking time (seg)
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Bl Indometacina (10 mg/kg VO)
PMFA (30 mg/kg VO)
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i ... Il PMFA (300 mg/kg VO)
&

Gréfico 1. Resultado obtido no Teste da Formalina.

De acordo com a observacdo do gréafico, a acdo do extrato testado concentra-se

na segunda fase de avaliacdo deste modelo, indicando assim possivel atividade

antiinflamatdria. Observou-se acdo antiinflamatéria do extrato em todas as doses

testadas, com atividade maior que o farmaco indometacina, utilizado como controle

positivo do teste, suprimindo o tempo onde o animal lambeu e/ou bateu a pata (licking

time) de forma mais intensa que 0 mesmo. Desta maneira o teste indica forte atividade
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antiinflamatdria do extrato testado. Conforme esperado, o grupo tratado com fentanil
apresentou reducéo significativa da resposta ao estimulo nocivo desde a primeira etapa
do teste, e o grupo tratado com indometacina apresentou reducdo apenas na segunda
etapa do teste, concordando com a metodologia empregada a qual prevé a primeira
etapa com atividade analgésica e a segunda etapa do ensaio com atividade
antiinflamatdria. No grupo controle negativo o tempo onde o animal permaneceu
batendo ou lambendo a pata na primeira etapa do teste foi em média de 58 segundos. Na
segunda etapa, esse tempo foi de 127 segundos.

J& o grupo fentanil apresentou como tempo médio, 8 segundos na primeira etapa
e 0 segundos na segunda etapa do teste. O grupo tratado com indometacina apresentou
como média dos tempos 77 segundos na primeira etapa e 67 segundos na segunda etapa
do teste. Nenhuma das doses testadas para o extrato foi capaz de reduzir o licking time
dos animais durante a primeira fase do teste, tendo como media dos tempos para as
doses testadas 44 segundos, estatisticamente semelhantes ao tempo médio do controle
negativo. Na segunda etapa do ensaio o0 extrato reduziu significativamente o parametro
observado, quando comparado ao grupo controle negativo, que apresentou em média
127 segundos de licking time. N&o se observou uma relacdo dose-efeito, uma vez que as
médias nas trés doses testadas foram semelhantes. Vale ressaltar que a atividade
redutora do licking time foi maior no extrato do que a observada para o farmaco padrao
indometacina, sendo este 26% mais eficaz que a indometacina no controle da dor
inflamatdria, nas doses testadas neste modelo de experimentacdo. Dessa maneira, 0
extrato aquoso testado demonstrou atividade antiinflamatéria em detrimento da
atividade analgésica ndo observada na primeira fase do teste. A atividade
antiinflamatdria observada neste ensaio nos levou ao préximo teste farmacoldgico

visando confirma-la em um segundo modelo de avaliagdo. O modelo escolhido foi o
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modelo do edema de pata induzido por carragenina, por ser um modelo de facil
aceitacdo e entendimento, com facilidade de execucdo, dada a disponibilidade de
materiais e equipamentos na unidade de experimentacdo na qual este trabalho foi

realizado.

5.4.3 Teste de edema de pata

A inflamacdo é um dos mais importantes processos de defesa do organismo,
entretanto a dor do processo necessita de tratamento (SANMUGAPRIYA;
SHANMUGASUNDARAM; VENKATARAMAN, 2005). Muitos sdo os modelos para
avaliagdo da atividade antiinflamatoria, sendo o teste de edema de pata um modelo de
avaliagdo que nos permite encontrar produtos, moléculas e substancias com atividade
antiinflamatoria, pela administracdo de doses orais em doses ndo toxicas (WINTER,
1983).

A carragenina que é um potente agente flogistico, quando injetada na pata do
animal induz aumento agudo e progressivo do volume da para injetada. Esse aumento
do volume é proporcional a intensidade da resposta inflamatoria. O edema formado é
resultante da acdo de varios mediadores da resposta inflamatoria, sendo por isso
considerado um processo bifasico. Na primeira fase do processo ha liberacdo de
histamina, serotonina, bradicinina, PAF, substancia P e prostaglandinas. A partir do
inicio da segunda fase observa-se predominancia pela liberacdo de prostaglandinas, que
mantém o edema ja formado (LAPA, 2008).

A administracdo do extrato aquoso das folhas de Justicia acuminatssima (Miq.)
Bremek. promoveu inibicdo da formacdo do edema a partir da segunda hora do teste,
tendo seu pico maximo de a¢do na terceira hora do teste, na dose de 300 mgkg, com

47% de inibicéo. Esses resultados confirmaram a atividade
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antiedematogénica/antiinflamatéria atribuida pela populacdo ao extrato, o que foi
verificado inicialmente pelo teste de formalina e confirmado no teste de edema de pata.
Na terceira hora do teste foi observado um mecanismo dose dependente, onde a maior
atividade foi da dose mais alta testada 300 mg/kg, sendo sua capacidade inibitdria nessa
dose superior ao farmaco padrdo Indometacina, utilizado como controle positivo do
teste. A atividade antiedematogénica vista no teste de edema de pata associada aos
resultados presentes na segunda fase do teste da fomalina, sugerem um mecanismo
antiinflamatério do extrato por alteracdo da participacdo do componente de
prostaglandinas, como por exemplo, a inibicdo da COX (LAPA, 2008).

A atividade antiinflamatéria ja bem descrita na literatura para a especie
endémica no Brasil Justicia pectoralis, se deve a presenga das cumarinas 1,2-
benzopirona e umbeliferona. A espécie Justicia acuminatissima (Mig.) Bremek.
também apresenta essa classe de metabolitos secundarios aos quais pode ser atribuida a
atividade farmacoldgica detectada. Sabe-se das muitas atividades biologicas ja descritas
para essa classe de metabolitos secundarios, tais como: anticoagulantes, estrogénica,
antimicrobiana, vasodilatadoras, anti-helmintica, sedativa e hipnotica, analgésicas e
antitérmicas (OJALA, 2001), aléem de atividade sobre dislipdemias, atividade
antidepressiva, hepatoprotetora, antiinflamatoria, antihistaminica, anti-pruridica,
acaricida, antiulcerogénica, antioxidante (KUSTER; ROCHA, 2007). Vale destacar que
muitas cumarinas ja tém sido reportadas por possuirem atividade antiinflamatéria no
modelo de edema de pata. Tanto a cumarina quanto a umbeliferona apresentaram acao
similar aos antiinflamatorios ndo esteroidais - AINES no modelo de teste da carragenina
(OJALA, 2001). Diante do exposto e, considerando o resultado positivo dos testes
fitogquimicos qualitativos para cumarinas, pode-se propor que substancias dessa classe

de metabdlitos seja responsavel pela atividade farmacoldgica espécie.
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O gréfico 2 representa a evolugdo do edema de pata em funcdo do tempo para

todos os grupos testados nas 5 horas de experimentagéo.

Edema de pata

Controle (agua 10 mL/kg)
Indometacina VO (10 mg/kg)
PMFA EA 30 mg/kg

PMFA EA 100 mg/kg

PMFA 300 mg/kg

¢t

Volume do edema (mL)

Tempo (horas)

Grafico 2. Avaliacdo do edema de pata, nos animais testados, ao longo das horas de experimentacéo.

O coeficiente de correlacéo de todas as curvas foi > 0,9 sendo a correlagéo entre
0s pontos considerada significativa.

Os resultados a seguir, expressos nos graficos 3 e 4 sdo referentes a segunda e
terceira hora do teste respectivamente. Os dados foram analisados pelo método ANOVA

1-WAY com p0s-teste de Dunnette’s.
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Graéfico 3. Avaliacdo do edema de pata nos animais testados na segunda hora de experimentacéo.

o
[ee]
]

’—'E\ T T [ Controle (agua 10 mL/kg)
soed [ T Bl Indometacina VO (10 mg/kg)
g [ PMFA EA 30 mg/kg

B 4 T . EE PMFA EA 100 mg/kg

8 Bl PMFA EA 300 mg/kg

g 0.24

>

=)

> 0.0

Gréfico 4. Avaliagdo do edema de pata nos animais testados na terceira hora de experimentacdo
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5.4.4Teste da lesdo gastrica induzida por Indometacina

Os antiiflamatérios ndo esteroidais ndo especificos sdo inibidores da
cicloxigenase-1. Desta maneira, ao inibir a COX-1, ha inibicdo da producdo de
prostaglandina E, que é indutora da produgdo de muco, o qual apresenta agdo protetora
sobre o epitélio do estbmago. Como conseqiiéncia, o0 uso de antiinflamatorios desta
classe tem como um dos principais efeitos adversos a promoc¢édo de Ulceras gastricas,
sendo este efeito ja bem conhecido na clinica. A Indometacina € um exemplo do
relatado, apresenta atividade ulcerogénica jd conhecida, induzidas por inibicdo da
sintese de prostaglandinas, que s@o indutoras da secrecdo de muco e inibidoras da
secrecdo acida (LAPA, 2008). Tendo em vista a atividade antiinflamatoria do extrato
obtido das folhas de Justicia acuminatissima (Miq.) Bremek. préxima ao farmaco
antiinflamatério padrdo Indometacina, demonstrada inicialmente pelo teste da
Formalina, e confirmada no modelo de atividade antiedematogénica do edema de pata,
decidiu-se avaliar a capacidade de lesdo gastrica do extrato utilizando como parametro a
Indometacina. O ensaio escolhido foi 0 modelo de avaliacdo da lesdo géstrica induzida
por indometacina, no qual a indometacina € utilizada como agente ulcerogénico e a
atividade antiulcerogéniga de extratos é observada. Neste ensaio promovemos uma
adaptacdo, apenas comparando o poder ulcerativo da indometacina com o poder
ulcerativo do extrato testado. Apenas a maior dose eficaz na antiinflamacédo foi avaliada.
Os resultados que estdo expressos no grafico 5, foram avaliados pelo método ANOVA
1-WAY com pds-teste de DUNNETT’S sendo considerados significativos valores de p<

0,05.
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Gréfico 5. Avaliacdo da lesdo gastrica induzida por Indometacina do extrato aquoso das folhas de
Justicia acuminatissima (mig.) Bremek.

Como podemos observar no grafico acima, o indice de Ulceras causado pela
indometacina é estatisticamente superior ao causado pelo controle. JA o numero de
Ulceras causado pelo extrato se equipara ao encontrado nos animas que receberam a
administracdo do controle negativo do teste, a agua. Os estdbmagos dos animais tratados

com indometacina apresentaram Ulceras tais como vistas nas imagens abaixo:

Figura 15: Estdmagos de animais tratados com indometacina. Observar a ulceragdo no tecido

J& os animais tratados com extrato, ndo apresentaram ulceracGes no tecido

estomacal, nem mesmo apresentaram outras alteracdes, tais como alteragdo de cor ou

muco:
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Figura 16: Estdmagos de animais tratados com extrato. Observar a auséncia de ulceracdes no tecido.

Desta maneira, 0 extrato apesar de apresentar atividade antiinflamatdria
percebida no modelo do edema de pata, ndo se apresenta potencialmente lesivo a
mucosa estomacal, um dos principais efeitos colaterais da maioria dos antiinflamatérios
ndo esteroidais ndo seletivos utilizados na clinica corriqueiramente, sugerindo um
mecanismo de acdo ndo relacionado a COX-1. Dentre os parametros observados neste
teste ha a observacdo do volume de muco produzido no estdmago. Nos animais que
receberam o extrato ndo houve alteracdo do volume de muco acumulado no estbmago, o
que sugere um mecanismo antiinflamat6rio ndo COX-1, uma vez que esta enzima esta
relacionada a producdo de prostaglandinas indutoras da produgdo de muco no estdmago,

sendo esta enzima, neste tecido uma enzima constitutiva.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho caracterizou farmacognosticamente a espécie Justicia
acuminatissima (Mig.) Bremek, uma espécie presente na flora brasileira e utilizada por

suas propriedades medicinais pela populagdo do norte do Brasil.

A descricdo farmacobotéanica forneceu informacgdes que podem possibilitar a
correta identificacdo da espécie. As caracteristicas macroscopicas descritas neste estudo,
como o padrdo de nervura, forma e contorno da lamina foliar, as caracteristicas da
superficie e disposicdo das folhas e o contorno foliar podem ser extremamente Uteis no
reconhecimento da espécie. Além disso, a caracterizagdo microscroscopica com a
elucidagéo de tricomas tectores e glandulares na lamina foliar, a presenca de cristais de
oxalato de calcio, a caracterizacdo dos tecidos presentes, tais como 0 parénquima
palicadico seguido por parénguima lacunoso e a presenca de colénquima,
conjuntamente com o0s resultados obtidos nos testes histoquimicos, onde foram
verificados, nos tecidos vivos, a presenca de metabdlitos secundarios, dos quais alguns
foram confirmados na prospeccdo fitoquimica, tais como a presenca de substancias
fendlicas, sdo informacBes de grande valia tanto para o controle de qualidade, caso um
dia esta espécie seja matéria-prima para a producdo de medicamento fitoterapico,
quanto para levantar hipoteses sobre as atividades farmacoldgicas, toxicoldgicas e 0s

possiveis mecanismos de acdo de seus constituintes.

Os resultados obtidos com os testes bioldgicos e farmacoldgicos se mostraram
interessantes, uma vez que a atividade antiinflamatoria atribuida a esse vegetal pode ser
vista aos olhos da ciéncia, aproximando a academia das sociedades tradicionais e

reafirmando a premissa de que o uso tradicional fornece ferramentas importantes na
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busca e descoberta de novas fontes moleculares que possam trazer beneficios a

sociedade.

Os 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 seguranca
do uso dessa espécie. Apesar disto os resultados mostram que se trata de uma espécie
muito interessante sob o ponto de vista quimico e farmacol6gico merecendo estudos
posteriores que possam talvez elucidar seus mecanismos de agdo sobre a inflamacéo

e/ou isolar moléculas responsaveis pela atividade biologica.
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ANEXO A. Tabela de parametros observados em testes farmacoldgicos

Tabela 7. Observacao de Parametros em testes farmacolégicos

Parémetro

Agitacéo
Agressividade
Ataxia

Contorces
Convulsoes
Defecacéo aumentada
Defecagdo diminuida
Defecacdo liquida
Erecéo da cauda
Exoftalmia

Lambida do dorso
Lambida da pata
Miccdo aumentada
Miccao diminuida
Midriase

Miose

Mordedura da cauda
Movimento esteriotipado
Paralisia

Piloerecéo

Ptose

Recluséo

Sedacéo

Sialorréia

Tremor de cauda

Aumento da freqiiéncia cardiaca

Aumento da freqiiéncia
respiratéria

Cianose

Hiperemia

Palidez

Dispneéia

Coca o focinho

12 Hora 22 Hora
15 30 45 60 75 90 105 120
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ANEXO C - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

NSt/ Comité de Etica em Pesquisa - CEP/JUFAM
UFAM

&

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Btica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas
aprovou, em reunmido ordindria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o
Projeto de Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com o niimero 038/2006, intitulado:
“ldentificacio de espécies botinicas amazbnicas como potenciais fitoterapicos:
estudos etnobotéinicos, fitoquimicos, famacolégicos e toxicologicos.” tendo como
Pesquisador Respensével Prof. Emerson Silva Lima.

Sala de Reunifio da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade
Federal do Amazonas, em Manaus/Amazonas, 27 de abril de 2006.
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