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RESUMO

A familia Acanthaceae apresenta cerca 240 géneros e 3240 espécies, apresentando principios
ativos de grande interesse farmacoldgico, e sendo no Brasil o seu centro de diversidade, fazem-
se necessarios mais estudos que visam conhecer as moléculas bioativas que compde o arsenal
desta familia. No capitulo 1 sdo abordados os aspectos morfologicos Justicia nodicaulis, e o
Género Justicia, possibilitando a constru¢cad da chave de identificacdo das espécies de
ocorréncia em remanescentes de Cerrado: Justicia chrysotrichoma (Nees) Pohl, Justicia
lanystakii Rizz, Justicia nodicaulis (Nees) Leonard, Justicia pectoralis Jacq. e Justicia
thunbergioides (Lindau) Leonard. O capitulo 2 analisa a composi¢do quimica do 6leo essencial
das folhas de J. nodicaulis. Espécie descrita como ervas ou subarbustos que variam de 0,4 a 1,4
metros de altura; caules com forma de crescimento ereto e glabrescente; folhas filotaxia opostas
de 15-26x3-5 cm, forma da lamina eliptica com &pice longo acuminado a cuspidado, base
decurrente, nervuras de 11 pares 1-2 cm, glabra; inflorescéncia com agrupamentos espiciformes
simples auxiliares. De acordo com os constituintes verificados nos 6leos essenciais das folhas
encontrou-se Isopulegol, Iso-isopulegol, beta-bourboneno, (E)-cariofileno, 2-metilbutanoato de
geranila, epoxido II de humuleno, Alfa-cadinol, eudesma-4(15), 7-dien-1-beta-ol e selin-11-en-
4-alfa-ol, que ¢ a unica com registro no [UPAC, o que corroborou para o desenvolvimento de
um estudo cristalografico desta molécula. O presente trabalho ¢ apenas o inicio de um processo
de anélise sobre um género que é encontrado em ampla diversidade nos Cerrados de Goias. E
necessario a realizacdo de ensaios bioldgicos para avaliar se os componentes encontrados nos
6leos essenciais das espécie de Justicia nodicaulis para atividades farmacologicas, genotoxica
e citotoxica.

Palavras-chave: Cerrado. Justicia sp. Oleos essenciais. Estudo cristalografico. Medicinal.
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ABSTRACT

The Acanthaceae family has around 240 genera and 3,240 species, presenting active principles
of great pharmacological interest, and with Brazil being its center of diversity, more studies are
needed to understand the bioactive molecules that make up the arsenal of this family. In chapter
1, the morphological aspects of the species with medicinal potential Justicia nodicaulis, the
largest within the family, the Genus Justicia, are discussed, enabling the construction of the
identification key for species occurring in Cerrado remnants: Justicia chrysotrichoma (Nees)
Pohl, Justicia lanystakii Rizz., Justicia nodicaulis (Nees) Leonard, Justicia pectoralis Jacq. and
Justicia thunbergioides (Lindau) Leonard. Chapter 2 analyzes the chemical composition of the
essential oil from J. nodicaulis leaves. Species described as herbs or subshrubs that vary from
0.4 to 1.4 meters in height; stems with erect and glabrescent growth form; opposite phyllotaxis
leaves 15-26x3-5cm, elliptical blade shape with long acuminate to cuspate apex, decurrent base,
veins of 11 pairs 1-2cm, glabrous; inflorescence with simple spike-shaped auxiliary grouping.
According to the constituents found in the essential oils of the leaves, we found Isopulegol, Iso-
isopulegol, beta-bourbonene, (E)-caryophyllene, geranyl 2-methylbutanoate, humulene
epoxide II, Alpha-cadinol, eudesma-4(15 ),7-dien-1-beta-ol and selin-11-en-4-alpha-ol, which
is the only one registered with [IUPAC, which supported the development of a crystallographic
study of this molecule. The present work is just the beginning of an analysis process on a genus
that is found in wide diversity in the Cerrados of Goias. It is also necessary to carry out
biological tests to evaluate whether the components found in the essential oils of the species of
Justicia nodicaulis for activities pharmacological, genotoxic and cytotoxic.

Keywords: Cerrado. Justicia sp. Essential oils. Crystallographic study. Medicinal.
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CAPITULO 1
Caracterizacao botanica da espécie Justicia nodicaulis (Nees) Leonard
(ACANTHACEAE) de ocorréncia no Cerrado goiano

Grecilene Dionizio de Souza'; Marcio Junior Pereira?; Josana de Castro Peixoto?.

! Universidade Evangélica de Goids-UniEvangélica, Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Farmacologia e Terapéutica, Anapolis, Gioas.

2 Universidade Estadual de Goids-UEG, Programa de P6s-Graduagdo em Territorios e Expressdes Culturais no
Cerrado (TECCER), Campus Central Anépolis, Goids.

3 Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Ambientais e Ciencias Farmacéuticas, Anapolis, Brasil, Universidade
Evangélica de Goids-UniEvangélica, Programa de P6s-graduagdo em Territdrios e Expressoes Culturais do
Cerrado (TECCER), Universidade Estadual de Goias.

1. INTRODUCAO

A familia Acanthaceae compreende uma grande familia de plantas dicotiledoneas, da
ordem Lameales, comuma morfologia bastante comprexa. Consiste em aproximadamente 4300
espécies em 346 géneros, com porte de,ervas, arbustros ou trepadeiras sendo que algumas
espécies podem ser apenas plantas com flores epifitas. Possui uma alta diversidade de tipos de
polén estando entre as 12 familias mais diveras de plantas com flores em todo o mundo (KHAN
etal,2017; ZANATTA, 2019).

Os principais centros de distribuicdo das espécies da familia Acanthaceae sdo regides
tropicais, subtropicaise temperadas da Indonésia, Malasia, sudeste da Asia, Africa tropical,
India, Madagascar, Brasil, regidio Andina, México e América central. Contudo, a circunscrigio
e a posicdo sistematica das Acanthaceaes tém sido bastante controversas, devido a sua
complexidade de habitat e variagdo altamente consideravel na morfologia e genética (KHAN et
al, 2017). Afinal sdo plantas de grande variabilidade floral e alta taxa de sucesso reprodutivo
via propagacdo vegetativa que se adaptam a diversos tipos de habitats desde ambientes
extremamente xerofitos a bastante imido, um componente de grande importancia para as
comunidades de todo mundo (JUDD et al, 2009; MCDADE et al, 2008; ZANATTA, 2019).

Em geral, a familia Acanthaceae sdo compostas por plantas anuais e perenes, eretas,

arbustros, sub arbustros, prostradas, trepadeiras perenes, ervas ¢ raramente arvores pequenas,
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podendo incluir algumas de grande porte (KHAN et al, 2017). Com folhas simples, opostas
decussadas, sinuadas, estipuladas, geralmente com margens inteiras; seus caules redondos a
quadrangulares com inflorescéncias solitarias ou racemosas; flores em racemos, espigas ou
cimos, bissexuais, zigomorficas, associadas as bracteas e bractedlas grandes coloridas e vistosas;
sépalas conatadas e corolas bilabiadas; estames comumente com quatro didinamos ou dois;
possuindo disco nectarifero anularna base do ovario supero, bilocular, bicarpelar, estigma
ausente ou bilobado; frutos raramente em drupas, comumente em capsulas (KHAN et al, 2017;
MARCHIORETTO, 2016). A polinizagdo das flores da familia Acanthaceae geralmente ¢
realizada por varios tipos de beija-flores, pois, as diferenciacdes morfologicas das corolas das
espécies que, em sua maioria sdo tubulosos, favorecem a visitagao dos beija-flores (EZCURRA,
1993).

No Brasil estima-se que ha ocorrencia de aproximadamente 40 géneros e 500 espécies
da familia Acanthaceae em relacdo a areas abertas e florestas. Considerado um dos principais
centros de diversidade da familia, por posssuir espécies distribuidas na Mata Atlantica, Cerrado,
campos do Planalto Central, regido Amazonica e em quantidade consideravel nas demais regioes
brasileiras, sendo que, a maioria ocorre nas formagdesflorestais do Sudeste ¢ Centro Oeste,
principalmente em matas secas. No Rio Grande do Sul as espécies desta familia ocorrem em
bordas e no interior de matas semiumidas, campos secos e umidos, distribuidas 30 espécies
em 08 géneros. Ja no Distrito federal estdo distribuidoas 28 espécies da familia em 08 géneros
(KAMEYAMA, 1990; MARCHIORETTO, 2016; OLIVEIRA, 2018; VILAR, 2009; PROFICE
et al, 2015).

Ainda que familia Acanthaceae esteja bem representada na flora brasileira, a
identificacdo de suas espécies ¢ um tanto dificil, o que justifica a auséncia de muitos estudos
quimiotaxondmicos das espécies nos biomasdo Brasil (OLIVEIRA et al, 2018). Contudo, a
importancia medicinal da familia vem sendo destacada devido a presenga de alguns metabdlitos
secundarios compartilhados dentro da familia, como alcaloides, fendis, terpenodides, taninos,
glicosideos cardiacos, saponinas, carboidratos, flavonoides e proteinas de usos terapéuticos.
Essas moléculas que vem sendo usadas tradicionalmente em diversas partes do mundo no
tratamento de doengas patogénicas, metabolicas e genéticas (KHAN et al, 2017). Investigagoes
dos extratos desta familia alcangaram resultados positivos para as atividades antimicrobianas e
anti-infecciosas frente a bactérias Gram-positivas e fungo Candida albicans (KUMAR &
SHARMA, 2016).

Dentre os 40 géneros e 500 espécies da familia Acanthaceae que ocorrem no Brasil, os

géneros de maior significancia econdmica devido ao grande numero de espécies ornamentais
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cultivadas sdo: AphelandraR. Br., Justicia L., Ruellia L., Thunbergia Retz., Eranthemum L.
Hemigraphis Nees, Hypoestes Sol. Ex. Br., Odontonema Nees, assim como algumas espécies
de outros géneros que possui grande importancia por seu valor medicinal apresentando
diversidade de compostos ativos de uso na medicina popular. Como a Phaulopsis fascisepala
C. B. CL Que possui atividade antioxidante, usado no tratamento de doencas cutineas;
Adhatoda vasica Nees, alcaloides, utilizado no tratamento de problemas respiratorios;
Graptophyllum pictum L. usado para tratar doengas cutaneas e prisdo de ventre e Asteracantha
longifolia L. Nees, que possui propriedades antioxidantes e antimicrobianas, indicado por atuar
na redugo de niveis de glicose no sangue. A familia Acanthaceae apresenta diversidade de
bioativos, flavonodides, glicosideos iriddides, aminas quartenarias, tripterpenos entre outros
(ADESEGUN et al., 2009; CHAUHAN; DIXIT, 2010; FACUNDO; PINTO; REZENDE,
2005; KOILPILLAI; WILSON, 2010; LIMA, 2012; NATH; BURAGOHAIN, 2005).

Em se tratando de Cerrado, considera-se este bioma como palco de ocorréncia edominio
de espécies da familia Acanthaceae, abrigando plantas com potencial medicinal e com escassos
estudos na area de prospeccdo fitoquimica, composi¢ao do 6leo essencial e biodiversidade
quimica (LEMES, 2018; SARTIN, 2015). Neste cenario a familia Acanthaceae se destaca tanto
em presenca quanto em escasses de estudos taxondmicos, a saber, na Regido Centro- Oeste,
principalmete no Cerrado goiano (DOMINGUES, 2018).

Existem poucos registros de levantamentos floristicos na regido do Centro Oeste alguns
resgistros como na Serra do Cip6 de 1995 e da Flora do Grao-Mogol realizados por Kameyama
em Minas Gerais; da Flora do Pico das Almas de 1995 realizado por Harvey e Wasshausem no
estado da Bahia; da Flora do Distrito Federal de Vilar, (2009); da flora do género Justicia do
estado de Goias, por Sartin em 2015; o de Lemes ef al (2018), com titulo Justicia L. do Cerrado
goiano: distribuicdo e ocorréncia de espécies; ¢ o de Oliveira, (2018), com um estudo de
ocorréncia de Acanthaceae na microrregido de Ceres, Goias.

No que tange aos estudos farmacologicos dentro das Acanthaceae existem espécies que
ndo foram estudadas, sendo um campo de grandes oportunidades para descobertas de novas
moléculas de importancia farmacéutica, como ¢ o caso do género Justicia um dos maiores
dentro da familia, com destaque por seu potencial, e que ainda possui espécies sem 0 minimo
de estudo possivel das potencialidades, o que pode ser atribuido o fato dos poucos estudos de
identificacdo das espécies da familia (SILVA & PEIXOTO, 2013; OLIVEIRA, 2018).

A presenca das espécies da familia Acanthaceae na flora brasileira ¢ bastante expressiva,
contudo, sua identificagdo no geral ¢ muito dificil (OLIVERIRA et al, 2018). Varias

classifica¢des foi proposta ao longo ch historia, a taxonomia da familia segundo Lindau (1895)
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e Bremekamp (1965), foram pautados nas relagdes morfologicas, ja os sistemas de classificagdo
contemporaneos utilizam a cladistica e os estudos moleculares para apontar as relagdes
filogenéticas dentro da familia (VARGEM, 2015). Neste complexo cenario os maiores géneros
sdo Justicia e Ruellia, apresentando uma variagdo morfoldgica muito ampla o que torna dificil
o reconhecimento das espécies e refor¢a o parecer de Kameyama (1991) e Braz (2005), que
aponta a necessidade de se buscar caracteres que permita definir as delimitagdes dos géneros
como uma ferramenta de fundamental relevancia no quetange as espécies brasileiras.

O maior género dentro da familia Acanthaceae ¢ o Justicia L. com cerca de 600 espécies,
sendo também considerado o mais complexo a nivel mundial e 0 maior em numero de espécies
presentes nas regides tropicais e subtropicais. Sao arbustos perenifolios e ervas que em muitos
casos sdo ornamentais ou forrageiros, grande parte de suas espécies possuem acentuada
importancia ecoldgico por estarem presentes de forma abundante nos bosquesumidos e em
ambientes semiaridos (GRAHAM, 1988; EZCURRA, 2002; VARGEM, 2015).

Taxonomicamente o género Justicia L pertence a familia Acanthaceae, subfamilia
Acanthoideae, tribo Ruellicae, subtribo Justiciinae, sendo Acanthoideae a maior subfamilia das
Acanthaceae (sensu lato) (VARGEM,2015). Tradicionalmente os estudos do grupo seguem
duas tendéncias a adog¢do de uma defini¢do de Justicia que inclui um amplo nimero de espécies
¢ o reconhecimento da existéncia de inumeros taxas pequeno dentro do género. Contudo, a
maioria dos estudos utilizam a ideia do género Justicia em seu sentido mais amplo considerando
seu vasto numero de espécies, ja que ndo existem revisdes taxondmicas que adequem uma
hipotese de reconstrucaofilogenética (GRAHAM, 1988; KAMEYAMA, 1995; OLIVEIRA,
2018; SARTIN, 2015; VARGEM, 2015).

A ocorréncia de registros das espécies da familia Acanthaceae no estado de Goids ¢
um tanto escasso, o que ressalta a importancia de mais estudos voltados a esta familia,
sobretudo o género Justicia o qual possui propriedades e potencialidades farmacolégicas pela
presenca de metabolitos secundarios como ligninas, cumarinas, flavonoides, alcaloides ¢
terpenoides, conforme as evidéncias pesquisadas (LIMA, 2017; SILVA & PEIXOTO, 2013;
PROVENSI, 2018; VARGEM, 2015).

Villar (2009), em um levantamento das espécies de Acanthaceaes, registrou a ocorréncia
de 10 espécies dogénero Justicia na regido do Distrito Federal. J. Chysotrichoma, J. Clivalis,
J. Irwinii, J. lanstyakii, J. nodicaulis, J. Oncodes, J. Pycnopha, J. sarothroides, J.
thunbergioides, J. Tocantina. Uma riqueza de material que contribui para a realizagdo de futuras
pesquisas fitoquimicas, farmacoldgicas e outras que possam expressar o potencial medicinal

destas espécies. Para o Cerrado goiano, Lemes et al (2018), registrou por meio de pesquisas na
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base de dados “SpeciesLink” a ocorréncia de espécies do género Justicia em 61 municipios do
estado de Goias (Figura 1)apresentando 29 espécies do género. J. allocota, J. angustifolia, J.
asclepiadea, J. boliviana, J. burchellii, J. chrysotrichoma, J. cydoniifolia, J. elegans, J.
genistiformis, J. glaziovii, J. glischrantha, J. goianiensis, J. guttata, J. irwinii, J. laevilinguis, J.
lanstyakii, J. lavandulaefolia, J. lythroides, J. matogrossensis, J. nodicaulis, J. oncodes,

J. pectoralis, J. polygaloides, J. pycnophylla, J. riparia, J. sarothroides, J.

sericographis, J. thunbergioides, J. tocantina.

Figura 1- Representacdo da ocorréncia de espécies pertencentes ao género Justicia sp
no estado de Goias, Brasil

Estado de Gokas

Mapa Geral de Ganstros de Distribulg3a de Justicla
em Goids

Programa Institucional de Bolsas de Inidacdo
Cientifica - PIBIC

Legenda

s Justicia sp.
[ Municipios20186

Fonte: Base Cartdgrafica do SIEG

Elaboracio:
Josiel Araujo Lemes

75 0 75 150 225 300 km A Joed Francisco de Moura Junior
Josang de Castro Peioto
M

Fonte: LEMES, et al. 2017.

Mediante a ocorréncia das espécies associadas as pesquisas das atividades
farmacologicas ha uma escassez de estudos com espécies coletadas no Cerrado. No entanto,
pesquisas realizadas com diferentes espécies de Justicia validam a grande diversidade de
classes de compostos como alcaloides, flavonoides, lignanas, terpenopides (iridoides,
diterpenos e triterpenos), € aminas biogénicas. As espécies de Justicia até 0 momento estudadas

apresentaram compostos fenolicos, 6leos essenciais, alcaloides, flavonoides, lignanas e aminas
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aromaticas (CORREA, 2013; VARGEM, 2015; DOMINGUES et al., 2018; PROVENSI, 2018
VIEIRA ET AL, 2019).

As lignanas sdo os grupos de compostos que se destacam dentro do género Justicia, com
efeitos biologicos diversos desde atividade antiviral, citotoxico, antiangiogénica,
hipolipdémica, leishmanicida, antifingica, antiasmatica, pesticida, antineoplésica, inseticida,
analgésica, antiagregante plaquetario, inibidora da peroxidagdo lipidica, anti-inflamatoria no
tratamento de depressdo. Lignanas presente na J. pectoralis sao citotoxico para leucemia, ja as
glicolisadas encontradas de J. ciliata possui uma potente atividade anti-inflamatoria (HUI et
al., 1986; CHEN et al., 1996; GORDALIZA et al., 2000; VASILEV & IONKOVA, 2005;
BEDOYA et al., 2008, CORREA, 2013).

Os compostos fendlicos estdo presentes com atividades biologicas variadas, em J.
pectoralis os heterosideos antraquindnicos, taninos e as cumarinas, bem como a umbeliferona
(1), sdo apontadas como caracteristico da espécie, relatada tanto em extratos umidos como em
6leos essenciais, sdo utilizados na medicina popular na forma de xar6pe como expectorante,
antiasmatica, analgésica, contra tosse ¢ bronquite, assim como alucindgena pelos Indios
(CORREA, 2013; PROVENSI, 2018; SILVA & PEIXOTO, 2013; VIEIRA et al., 2019). Seu
xarope ¢ a forma farmacéutica apresentada como fitoterdpico pelo Programa Farmacia Viva
(BRASIL, 2013). Em analise dos 6leos essenciais da espécie J. pectoralis. Domingues (2018),
relata a acdo antibacteriana frente a bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus ¢
Staphylococcus epidermidis). A atividade antioxidante in vitro do extrato seco da J. pectoralis
na lipoperoxidacdo em homogenato de cérebros de ratos também ja foi citada (PROVENS]I,
2018). A apigenina (3) exerce efeitos anti-inflamatorios na redugdo do estresse oxidativo,e
impede a expressdo de fatores inflamatorios. O flavonoide vitexina (5) ¢ um potente agente
anti- inflamatoério (CORR]::A, 2013).

Muitas espécies de Justicia produzem alcaloides bioativos, como a J gendarussa. A
vasicina (9) e a vasiscinona (10) sdo componentes ativos da J adhotada. Os elenosideos (22)
sdo considerados um sedativo com citotoxidade de amplo espectro, seu efeito citotoxico foi
observado em linhagens de células cancerosas humanas, além das atividades antiviral,
inseticida, inibi¢do de peroxidagdo lipidica, analgésica, cardiotonica, anti-inflamatoria,
antagonista do fator de ativacdo plaquetaria, propiedades de estimulagio e depressao do SNC.
Compostos como juticidina A (46), B (47) isolada da J. betonica demostraram potente efeito
citotoxico contra varias linhagens de celulas tumorais in vitro. E junto com adifilina (42),
difilina apiosideo (43) difilina apiosideo-5-acetato (44), tiveram forte atividade contra o virus

da estomatite vesicular (CORR]::A, 2013; NAVARRO et al, 2004).
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A justicidina B, justicidina £ (48) possui atividade de inibi¢do da agregacdo plaquetaria
induzida por adrenalina, assim como os compostos neojusticina A (54), B (55) tawianina E
(57), inibiram a agregagdo plaquetaria (CORREA, 2013). Podofilotoxina (63) é utilizada em
varios protocolos de quimioterapia, € como um precursor para semi sintese de derivados na
terapéutica antineoplasica (CANEL, et al, 2000). A riqueza de metabolitos presentes no género
Justicia corrobora para a importancia farmacolégica do género, e confirma cada vez mais a
necessidade de estudos etnobotéanicos e etnofarmacologicos das espécies pertecentes ao género.
O Quadro 1 apresentam compostos ¢ atividades biologicas de algumas espécies do género
Justicia, seguido pelas estuturas moleculares (Figura 2) de alguns metabolitos secundarios do

género (CORREA, 2013; PROVENSL, 2018).

Quadro 1- Sistematizagdo de compostos e atividades bioldgicas de espécies de Justicia com

registros na literatura cientifica

Broncodilatadora, uterotonica

Vasicina (9); e anti-inflamatoria.

Vasicinona (10); Broncodilatadora

Vasicinol (13) Broncodilatadora
S5H,6H-Quinindolin-11-ona Nao descrito
(6); 10H-Quindolina (7); Antitumoral
Jusbetonina (8); Antitumoral

6H-Quinindolina (12); ‘

Justiciosideo A (14); Nao descrito

Justiciosideo B (15);
Justiciosideo C (16);
Justiciosideo D (17);
Justiciosideo E (18);
Justiciosideo F (19);
Justiciosideo G (20);

Tuberculatina (34); :

o1 , . Antitumoral
(é%}%nagailgeo g (;g)_’ Efeito sobre a agregacao

tinattaficeo (37); plaquetaria induzida pela

Chinensinaftol (38) adrenalina

Justicidina A (46);

Citotoxica, antiviral e
apoptose induzida em células

Taiwanina E metil éter (58).
de hepatoma humano.
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Tuberculatina (34)
Cilinaftalideo A (36)
Cilinaftalideo B (37)

4’-Dimetil chinensinaftol
metil éter (41)
Difilina (42)
Heliobuftalmina (45)
Neojusticina B (54).
Difilina (42)
Justicidina A (46)

Justicidina P (51)

(+)-Isolariciresinol (60)
Helioxantina (61)

Podofilotoxina (63)

Apigenina (3)

Vitexina (5)

Justiciresinol (62)

Elenosideo (22)

Neesiinosideo A (29)

Jusmicrantina (49)

3’,4’-Di-hidroxiflavonol (2)

Chinensinaftol metil éter (39)

Inibicdo da agregacao
plaquetaria e citotoxicidade
contra carcinoma
cervical humano.
Antioxidante, previne o
diabetes e vasodilatadora.
Antitumoral
Antitumoral
Efeito sobre a agregacao
plaquetaria induzida pela
adrenalina
Agregacdo plaquetaria
Agregacdo plaquetaria
Citotoxica e antiviral
Antineoplasica

Citotoxica e antiviral

Citotoxica, antiviral e
apoptose induzida em células
de hepatoma humano.

Anti-inflamatdria

Hepatite B, replicacdo viral e
antitumoral.

Quimioterapia do cancer

Anti-inflamatoria e
propriedades antitumorais.
Anti-inflamatoria e
antinociceptiva

Citotoxica
Sedativa, relaxante muscular,
citotoxica, antiviral,
inseticida, cardiotonica,
inibigdo da peroxidagdo
lipidica, analgésica e anti-
inflamatoria.

Nao descrito

Jusmicrantina metil éter (50)

4""-0-Acetilpatentiflorina B
(30); Patentiflorina A (31);

Nao descrito
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Patentiflorina B (32);
Carinatona (35);
Justicinol (52);
Justiflorinol (53)

Umbeliferona (1)

Cleistantina B (23);
Juspurpurina (24);
Justalaconina (25)

Sesamina (56);
Taiwanina E metil éter (58)

Xantoxilol (59)

Justicidinosideo A (26)
Justicidinosideo B (27)
usticidinosideo C ( (28)
Procumbenosideo A (33)
Cilinaftalideo B (37)

Chinensinaftol (38)
Chinensinaftol metil éter (39)
4’-Dimetil chinensinaftol
metil éter (41) Difilina (42)
Difilina apiosideo (43)
Difilina apiosideo-5-acetato
(44)

Justicidina A (46)

Justicidina B (47)

Justicidina E (48)
Neojusticina B (54)
Neojusticina A (55)

Taiwanina E (57)

Taiwanina E metil éter (58)

Citotoxicidade para
carcinomas humanos
Citotoxicidade para
carcinomas humanos

Leve efeito sobre o SNC

Anti-inflamatoria, analgésica
¢ broncodilatadora

Antitumoral
Nao descrito
Nao descrito
Angiogénica
Inibicdo da agregacao
plaquetaria e citotoxicidade
contra carcinoma cervical
humano
Antitumoral

Atividade antiviral
Antiviral
Antiviral

Antitumoral
Efeito sobre a agregacao
plaquetaria induzida pela

adrenalina.

Nao descrito
Agregacdo plaquetaria
Agregacdo plaquetaria

Citotoxica e antiviral
Citotoxica e antiviral
Citotoxica e antiviral
Citotoxica, antiviral e
apoptose induzida em células
de hepatoma humano.
Antiplaquetaria, citotoxica,
antiviral, fungicida,
antiprotozoaria
contra o 7. cruzi, antimalarica
e
antirreumatica.
Inibi¢do da sintese de
leucotrienos por leucdcitos
humanos.

Nao descrito

Inibigdo antiplaquetaria.
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Inibi¢do da agregagédo
plaquetaria e
Antitumoral.
Inibi¢do da agregagédo
plaquetaria e
citotoxicidade contra
carcinoma
cervical humano.
Citotoxica, antiviral e
Justicidina A (46) apoptose
induzida em células de
hepatomahumano
Antiabortiva
Justicisaponina (21)
Antimicrobiana, anti-
Caempferitrina (4) inflamatoria e reduz o nivel
Alantoina (11) de glicose no sangue.

. ) Anti-inflamatoria e tlcera
Criptoxantina (40)

Agregacdo plaquetaria

Fonte: Autora, 2022.

Figura 2: Estruturas quimicas de compostos isolados de espécies de Justicia SP.
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Fonte: CORREIA, 2013; PROVENSL 2018.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar e descrever morfologicamente espécies de Justicia sp com potencial
medicinal, em especial a Justicia nodicaulis (Nees) Leonard (ACANTHACEAE) de ocorréncia

em Mata Seca Semidecidua em remanescente de Cerrado do estado de Goias.

2.2 Objetivos especificos

o Identificar as espécies de ocorréncia em remanescentes de Cerrado na cidade de
Anépolis, Goids para construgdo da chave de identificacao;

e C(Caracterizar morfologicamente o espécime coletado para estudo.

3. MATERIAIS E METODOS

Para a obtengdo de informagdes sobre algumas “obras princeps” das espécies de Justicia
L. tratadas para o Brasil foram consultados sites especificos sobre taxonomia, tais como, do
Missouri Botanical Garden, New York Botanical Garden, Index Plant Names International
(IPNI), base bibliografica do Royal Botanic Gardens.
Com a finalidade de obter informagdes adicionais sobre a abrangéncia geografica e amplitude
morfoldgica das espécies de Justicia L. foram consultadas as colegdes dos seguintes herbarios:

o CEN- Cenargem, Embrapa Recursos Genéticos ¢ Biotecnologia, Brasilia, DF;
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e HEPH - Herbario Ezequias Paulo Heringer, do Jardim Botéanico de Brasilia, Brasilia,

DF;

e IBGE - Herbario da Reserva Ecologica do IBGE, Brasilia, DF;

e UB - Herbario da Universidade de Brasilia, Brasilia, DF;

e UFG - Herbario da Universidade Federal de Goias, Goiania, GO;

e UFMT- Herbario Central UFMT, Cuiaba, MT;

o HUEG- Herbario da Universidade Estadual de Goias, Anapolis, GO.

Foram realizadas expedi¢des de campo no periodo de julho de 2021 a maio de 2023 em
remanescentes de Cerrado no estado de Goias. Os locais e as datas das expedi¢des foram
escolhidos a partir de levantamentos realizados nos herbarios CEN, UB, UFG, K ¢ NY e por
indica¢des contidas no trabalho de Villar (2009) e Sartin (2015). Os locais de coleta foram
registrados geograficamente com auxilio de aparelho de GPS (Tabela 1). As espécies coletadas
foram herborizadas constando numero de coleta e tombamento no Herbario da Universidade
Estadual de Goias, campus Central, Anapolis, Goias. Para diferenciagdo das espécies e
caracterizacdo morfolédgica foi elaborada uma chave dicotomica de identificagdo das espécies
(Apéndice B) com caracteres reprodutivos e morfologicos, haja vista uma escassez de
instrumentos de identificagdo para essas espécies. Ressalta-se ainda que apenas com a
identificacdo botanica seja possivel realizar os estudos aplicados dentro da pesquisa

farmacognostica, de quimica medicinal e ademais.

Tabela 1- Espécies pertencentes ao género Justicia L. coletadas, identificadas e com as respectivas localizagdes

geograficas.
Justicia Regido da Flona 16° 38'S, 48°36' W cerrado lato sensu
chrysotrichoma de Silvania, GO
(Nees) Pohl.
Justicia lanystakii  Regiao do Parque 15°35°S, 4727'W cerrado lato sensu
Rizz. Ecoloégico,
Goiania, GO
Justicia Trilha Do Tucano, 15°32°S, 47°51'W Mata Seca
nodicaulis (Nees)  Anapolis, Goias Semidececidua
Leonard
Justicia pectoralis Unidade 15°44°S, 48°0°W Casa de vegetagdo
Jacq. Experimental da
Unievanggélica,
Anépolis, GO
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Justicia 15°30°S, 47°57"W Mata Seca Decidua

thunbergioides Parque Onofre
(Lindau) Leonard  Quinan, Anapolis,
GO

Os espécimes foram coletados com flores e/ou frutos e fotografados em campo
utilizando camera digital Canon A310. Uma duplicata de cada material coletado encontra-se
depositado no Herbario da Universidade Estadual de Goids (UEG), Campus Anapolis, sob os
numeros 15128 para a espécie J. nodicaulis; 15130 para a espécie J. thunbergioides; 15133
para a espécie J. pectoralis; 15134 para a espécie J. chrysotrichoma ¢ 14146 para a espécie J.
lanystakii.

O estudo se baseou principalmente em caracteres morfologicos de espécimes
herborizados ¢ dos exemplares coletados. Os materiais foram analisados a vista desarmada ¢
com o auxilio de microscopio estereoscopico no Laboratorio de Biodiversidade da
Universidade Evangélica de Goids-UniEvangélica. O processo de identificagdo teve como
suporte a chave de identificagdo publicada por Wasshausen & Smith (1969), a utilizacdo de
imagens dos exemplares depositados em herbarios brasileiros e estrangeiros e consultas aos
especialistas professores Dr*. Josana de Castro Peixoto ¢ bidlogo Marcio Janior Pereira,
estudiosos das Acanthaceaes.

Para obten¢do de medidas foi utilizado um escalimetro. Com base nas descri¢des
originais das espécies e descri¢cdes de outros trabalhos (KAMEYAMA, 1995; VILLAR, 2009,
CORTES, 2009), foi realizado um levantamento das caracteristicas de importancia taxonémica
para as espécies estudadas pertencentes ao género Justicia ¢ esses dados foram complementados
por outros caracteres. Para cada espécie foram realizadas medidas de comprimento e largura
das estruturas de pelo menos cinco espécimes.

Para a padronizagao das descri¢des e posterior utilizagdo destas caracteristicas na chave
de identificagdo foi elaborada uma tabela inicial contendo os caracteres compartilhados entre
as espécies e a unidade de medida apresentada foi em centimetros e milimetros. As descrigdes
das espécies foram realizadas exclusivamente a partir dos taxa ocorrentes na flora do estado de
Goias e no Distrito Federal. A sequéncia de apresentacdo das espécies seguiu a ordem alfabética
¢ a classificagdo adotada para Justicieae segue Bremekamp (1965) e para as espécies segue
Scotland & Vollesen (2000). Para a espécie J. nodicaulis foi elaborada uma prancha botanica
com o detalhamento dos caracteres morfolégicos e reprodutivos (Apéndice A). A terminologia

aplicada para morfologia das folhas, bracteas e bractéolas esta baseada em Hickey (1979). Para
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a morfologia do indumento utilizou-se Radford (1986).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo botanica valida que o espécime coletado ¢ Justicia nodicaulis
corroborando coletas realizadas por Villar (2009) e Sartin (2015), autores da flora das
Acanthaceaec do DF e do género Justicia para o Estado de Goias, respectivametne, Essa
validag@o permitiu discernir os caracteres vegetativos e reprodutivos das espécies coletadas e
fundamentar a descri¢@o botancia de J. nodicaulis.

A classificacdo da espécie para o seu #ypus foi realizada por (Nees) Leonard, publicado
em County Mus. Contr. Sci., 32: 13, 1959, Los Angeles. A caracterizacdo morfologica traz a
seguinte descri¢do botanica: Sdo ervas ou subarbustos que variam de 0,4 a 1,4 metros de altura;
caules com forma de crescimento ereto e glabrescente; folhas filotaxia opostas de 15-26x3-
Scm, forma da lamina elipticas com apice longo acuminado a cuspidado, base decurrente,
nervuras de 11 pares 1-2cm, glabra; inflorescéncia com agrupamento espiciforme simples
auxiliares ou terminais, ou compostos por paniculas terminais, disposi¢do das flores biparas,
geralmente mais de 3 flores por no verticiladas nas raque, as sépalas sdo arroxeadas unidas
somente na base, corola avermelhada a violeta (Apéndicea A e B; Figura 2).

As espécies de Justicia nodicaulis sdo geralmente nativas, endémicas do Brasil, com
ocorréncias confirmadas na regido Centro-Oeste sendo no Distrito Federal, Goids, Mato grosso
e Mato Grosso do Sul e na regido Sudeste em Minas Gerais. Com dominio fitogeografico no
Cerrado, em vegetacdes do tipo Floresta Ciliar ou de Galeria e Floresta Estacional decidual
(CHAGAS & COSTA-LIMA, 2020; VILLAR, 2009).

Uma das formas de reconhecimento da Justicia nodicaulis em campo € por suas espigas
solitarias ou peniculas terminais. Por ser glabra e a coloragao vermelha de sua corola no periodo
da inflorescéncia, em outros periodos as folhas eliptica ¢ uma caractéristica marcante na

identificagdo.

Figura 3- Espécimes coletados de J. nodicaulis na Mata Seca Semidecidua na Unidade Experimental do

Cerrado Arthur Wesley Archibald, Universidade Evangélica de Goias-UniEvangélica, Anapolis, Goias.
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Fonte: Arquivo pessoal

5. CONCLUSAO

Em fun¢do de impactos ambientais negativos no Cerrado foi perceptivel a interferéncia
e pressao antropica nos locais de coleta dos espécimes. Conclue-se a necessidade urgente de
conservagdo ex situ das espécies e armazenamento de material botanico em colegdes cientificas

¢ herbarios em prol da conservagdo desta flora que possui potenciais diversos dentre eles,
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medicinal.

A morfologia floral para as taxa de Justicia mostrou-se uniforme. A diferenciacdo
morfologica da espécie foi possivel analisando o tipo da inflorescéncia, a morfologia foliar, ¢ a
caracteristica marcante de Justicia nodicaulis é caracterizada pela inflorescéncia com flores em
cimas (ou as vezes solitarias) subtendidas por uma bractea grande e folidcea com as nervuras
bem marcadas.

O estudo de caracterizagdo botanica evidenciou a validacdo de identificagdo dos
espécimes e permitiu a posteriori avangar nas pesquisas de identificagdo da composigdo quimica
do 6leo essencial das olhas de J. nodicaulis, bem como em pesquisas futuras da taxa infra-

especificos com estudos anatdmicos, fitoquimicos, genéticos e de quimica medicinal.
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CAPITULO 2
Analise da composicao quimica do oleo essencial extraido das folhas de

Justicia nodicaulis (Nees) Leonard (ACANTHACEAE) de ocorréncia em

Mata Seca Semidecidua, Anapolis, Goias, Brasil.

Grecilene Dionizio de Souza'; Josana de Castro Peixoto?.

! Universidade Evangélica de Goids-UniEvangélica, Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Farmacologia e Terapéutica, Anapolis, Gioas.

2 Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Ambientais e Ciencias Farmacéuticas, Anapolis, Brasil, Universidade
Evangélica de Goids-UniEvangélica, Programa de P6s-graduagdo em Territdrios e Expressoes Culturais do
Cerrado (TECCER), Universidade Estadual de Goias.

1. INTRODUCAO

O termo 6leo essencial é empregado para designar liquidos oleosos volateis fortemente
aromaticos, extraidos de plantas. Seus principais constituintes sdo os monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), alguns diterpenos (C20), além de outros compostos alifaticos com baixo
peso molecular. A geracdo destes compostos se da por diferentes rotas metabdlicas, cuja
distribuicdo ¢ restrita a algumas familias, géneros ou mesmo espécies. Os terpenos derivam
biossinteticamente de unidades do isopreno, que por sua vez origina-se do acido mevalonico.
Os esqueletos carbonados dos terpenos sdo formados pela condensagdo de um niimero variavel
de unidades pentacarbonadas (SIMOES; SPITZER, 2010). A depender da familia, eles podem
ocorrer em estruturas secretoras especializadas, como pélos glandulares, células
parenquimaticas diferenciadas, e bolsas lisigenas ou esquizolisigenas. O estoque destes 6leos
ocorre em diversos orgdos, como flores, folhas, frutos, cascas do caule entre outros (DORMAN;
DEANS, 2000; ARAUJO et al., 2001; SIMOES; SPITZER, 2010).

Os compostos terpénicos mais comuns nos 6leos essenciais sao 0os monoterpenos (cerca
de 90%) e os sesquiterpenos. O nimero de compostos terpénicos conhecidos ultrapassa a 8.000;
como componentes descritos em Oleos essenciais, ¢ estimado um nimero superior a 150
monoterpenos e 1000 sesquiterpenos (SIMOES, SPITZER, 2010).

Gottlieb e Salatino (1987) fizeram um estudo sobre a funcdo e evolugdo dos o6leos
essenciais ¢ das suas estruturas secretoras ¢ descreveram as fungdes dos constituintes destes
6leos nas plantas, sendo estas na maioria das vezes odoriferas e atrativas de polinizadores ou

repelente e toxicas contra predadores. Suas localizagdes e principais caracteristicas,
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relacionando sua producdo as caracteristicas evolutivas das plantas, demonstraram as
tendéncias biossintéticas de varias familias de plantas e evidenciaram que os 6leos essenciais
vém apresentando uma importancia crescente nas industrias de alimentos, cosméticos e
medicamentos. A utilizagdo de dleos essenciais pela industria farmacéutica reside no fato de
que grande parte de seus constituintes ja possuem descricdo de diversas atividades
farmacologicas, tais como controle de gases, antiespamodica, secretolitica, anti-inflamatoria e
antimicrobiana. Entretanto, ressalta-se que estas atividades sdo atribuidas ao 6leo isolado e ndo
necessariamente a farmacogenos ricos em oOleos essencias, pois, a presenca de outros
constituites soma para a predominancia de determinada atividade farmacolégica (COSTA,
1994; SIMOES; SPITZER, 2010; DE PAULA, 2006).

Algumas propriedades farmacologicas de Oleos essenciais em plantas estdo
relativamente bem estabelecidas e podem servir de exemplos: agdo anestésica local e anti-
séptica do odleo essencial do cravo-da-india devido ao alto teor de eugenol; agdo anti-
inflamatdria dos 6leos essenciais contendo azulenos, como a camomila; acdo antis-séptica de
6leos essenciais contendo citral, geraniol, linalol e tinol (SILVA SANTOS, et al., 2006).

A familia Acanthaceae possui importancia medicinal devido ao teor de dleos essenciais
que apresentam. Muitos géneros sdo importantes fontes de Oleos essenciais, tais como
Acanthus, Barleria, Blepharis, Brillantaisia, Clinacanthus, Hypoestes ¢ Thunbergia (LEAL, et
al ,2000; OLIVEIRA, 1995; OLIVEIRA, ef al., 2000; OKOLI, et al., 2008). A presenga dos
6leos essenciais, nestas espécies confere grande importancia economica a familia, gragas ao seu
alto valor junto a diversas sociedades que os usam por suas propriedades terapéuticas ja

comprovadas (CORTES, 2009; VILLAR, 2009).

2. OBJETIVOS

Identificar a composi¢do quimica do o6leo essencial das folhas da espécie de J.

nodicaulis de ocorréncia em Mata Seca Semideciduo no Cerrado goiano.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material botanico

As coletas foram realizadas na Area de Preservagio Permanente na Unidade
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Experimental da Universidade Evangélica de Goias-UniEvangélica, ao longo do corrego que
corta a Unidade em Mata Seca Semidecidua em formacdo florestal de remanescente de
Cerrado. As folhas foram lavadas, pesadas e colocadas na bancada para secagem a
temperatura ambiente durante o perddo de 8 dias.

Apbs a secagem das folhas foi feito a moagem para a obtencdo do po, que passado em
peneiras com malhas de 600 ¢ 300mm. O p6 foi armazenado em frascos de vidro ou plastico
envolvido em papel aluminio e conservado em local sem presenga de luz solar.

O extrato etandlico foi preparado utilizando alcool etilico 99,5%, conforme o modelo
seguido por Provensi (2018), onde apos a adigdo de 400 ml de solvente em 71.5g do po6 da
planta, no frasco ambar de llitro foi agitado manualmente e logo apds foi levado a mesa
agitadora por 24 horas em rotacdo 240 rpm/min. O extrato liquido obtido foi filtrado e
armazenado em geladeira, foi acrescentado mais 300 ml de etanol por 3 vezes repetindo o
processo inicial, para melhor absor¢do dos compostos presentes na droga vegetal, logo apos o
extrato liquido obtido foi levado ao Retaevaporador a4 20 rpm por 30 min, 40 rpm por 30 min e
60rpm até a evaporacdo total, 6 horas, obtendo 5g do extrato seco da planta. O extrato foi
armazenado em geladeira em Becker de 250 ml at¢é o momento da utilizagdo. Esses
procedimentos foram realizados no Laboratério de Quimica da Universidade Evangélica de
Goias-UniEvangélica.

Os reagentes utilizados para os ensaios descritos no presente capitulo foram: sulfato de
sodio anidro, hexano, diclorometano, acetato de etila, acido cloridrico (HCI), cloroférmio,
metanol e etanol os quais foram de procedéncia QUIMEX e/ou MERCK, especificacdo pro-
analise. Na extragdo do oOleo essencial foi utilizado o equipamento do tipo Clevenger

modificado. A agua utilizada foi obtida pelo processo de destilagao.

3.2. Extracao do 6leo essencial

O processo de extragdo do oOleo essencial foi realizado no Laboratério de Pesquisa,
desenvolvimento e Inovagdo de Produtos da Biodiversidade da Universidade Estadual de Goias,
Campus Central, Anapolis, Goids. Para extragdo do 6leo essencial, o peso do material botanico
determinado foi 0,47 g, e este foi posteriormente submetido a hidrodestilagdo em aparelho do
tipo Clevenger modificado, durante 2 horas. O volume do 6leo essencial foi medido no tubo
graduado do proprio aparelho e o rendimento, em porcentagem, foi calculado em relagéo a
quantidade inicial de material botanico empregado na extragdo. O dleo essencial foi dessecado

com NaySOj4 anidro, acondicionado em recipiente livres de impurezas, hermeticamente fechado
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e estocado a baixa temperatura até a sua utilizacao.

3.2  Analise da composi¢ido quimica do 6leo essencial

O ¢leo essencial extraido foi submetido a andlise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) em um equipamento modelo QP5050A (Shimadzu, Kyoto,
Japao), utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida SBP-5 (30m x 0,25mm x 0,25pm;
filme de 5% de fenilmetilpolisiloxano) (Shimadzu, Kyoto, Japao), mantendo-se uma vazao de
1 ml. Min—! de hélio, como gas de arraste, e aquecimento com temperatura programada (60° C
com uma isoterma de 2 min; seguido de um gradiente de 3°C. min—1 até 240°C, ¢ em seguida,
com um gradiente de 10° C. Min-! até 280° C, mantendo-se uma isoterma de 10 minutos, com
um tempo total de corrida de 70 minutos). A energia de ionizagdo do detector foi medida em
70 eV, sendo o volume de injecdo da amostra de 0,5ul diluidas em CH2Cl, (~10%). A analise
foi conduzida no modo varredura, com um intervalo de massas de 40-400 m/z ¢ uma razao de
split de 1:5. A andlise quantitativa foi obtida pela integragio do Cromatograma Total de fons
(TIC).

A identificagdo dos componentes do 6leo essencial foi realizada por comparacdo
(automatica e manual) dos espectros de massas com os das bibliotecas NIST/EPA/NIH (1998),
além da comparagdo dos espectros de massas de amostras auténticas e Indices de Retengdo (IR)
calculados com os da literatura (ADAMS, 2007). Os Indices de Retencio foram calculados
através da co-injecdo com uma mistura de hidrocarbonetos, C8—C32 (Sigma, USA), e com
aplicacdo da equagdo de Van den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963; ADAMS,
2007).

Equagdo 1- proposta por Van den Dool e Kratz:
IR = 100N [(tx — tn-1) / (tn — tn-1)] + 100 Cn-1

Onde:

N = Cn — Cn-1Cn = niimero de carbonos do n-alcano que elui apds a substancia analisada
Cn-1 = numero de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia analisada

tx = tempo de retengdo da substancia analisada

tn = tempo de retengdo do n-alcano que elui apds a substancia analisada

tn-1 = tempo de reteng@o do n-alcano que elui antes da substancia analisada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento do oleo essencial

O rendimento do 6leo essencial, em porcentagem (V/p), calculado a partir das amostras
coletadas na Mata Seca Semidecidua na Unidade Experimental do Cerrado Arthur Wesley

Archibald, Anépolis, Goias empregadas na extragdo, encontram-se expressos na Tabelal.

Tabela 1: Teor de 6leo essencial em porcentagem (v/p) das amostras de Justicia nodicaulis de ocorréncia

em fitofisionomia do Cerrado, Anéapolis, Goias.

4.2 Analise da composi¢io quimica do 6leo essencial

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) permitiu detectar
37 componentes comuns nos 6leos essenciais das amostras de J. nodicaulis, em estagio
vegetativo foliar. Na analise da composi¢do quimica dos 6leos essenciais da espécie em estudo
em estadio vegetativo, foram identificados 37 componentes comuns, destes, 09 correspondem

a componentes detectados em maior teor (Figura 1).

Figura 1: Estruturas quimicas dos principais compostos presentens no 6leo essencial de J. nodicaulis de

ocorréncia em Cerrado goiano.
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Todos os componentes identificados encontram-se registrados na Tabela 3. Os
componentes principais e percentagem de teor: teores minimos e maximos dos 6leos essenciais

encontram-se descritos nas Tabelas 4 ¢ 5, respectivamente.

Tabela 2: Componentes do 6leo essencial das folhas dos espécimes de Justicia nodicaulis de ocorréncia

em fitofisionomia do Cerrado, Anapolis, Goias determinados por CG/EM

975
979

RI/ (LIT.)®

979
1022
1029

1110
1145

1155
1280
1376
1387
1390
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1404
1407
1410
1420
1439
1465
1478
1479
1489
1489
1498

RIa
1524
1546
1552
1554
1560
1566
1596
1596
1600
1604
1613
1628
1639

1640
1655
1656
1659

1689

1747
1763

sfndice de Retenco obtido nas anélises; *Indice de retencdo obtido na literatura:
Adams, R.P. Identification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography/Mass Spectroscopy. Allured: Illinois, p. 804, 2007.

Nota : Em negrito componentes com maior teor de 6leo na espécie J. nodicaulis
de ocorréncia em APP em Ananolis. GO

1399
1408
1410
1419
1432
1464
1477
1479
1489
1493
1498

RI/ (LIT.)®
1523
1545
1549
1557
1561
1564
1601
1600
1600
1602
1608
1626
1640

1641
1652
1654
1659

1688

1748
1760

Tabela 3: Componentes principais e percentagem de teor do 6leo essencial das folhas dos espécimes coletados
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Tabela 4: Teores minimos ¢ maximos dos componentes principais do 6leo essencial das

amostras de Justicia nodicaulis de ocorréncia em fitofisionomia do Cerrado, Anapolis, Goias.

1145 1145 0,00 9,30
1157 1155 0,00 5,20
1387 1387 0,00 3,96
1420 1419 1,93 18,6
1596 1601 0,00 8,09
1613 1608 0,00 1,8
1656 1654 000 3,2
1659 1659 0,00 8,41
1689 1688 0,00 2,6

afndice de Retencio obtido nas analises; *indice de retenciio obtido na
literatura: Adams. R.P. Identification of Essential Oil Components bv

A variabilidade na producao e teor de 6leos essenciais ¢ conhecida por ser afetada por
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fatores ambientais tais como luz, disponibilidade de nutrientes, estacdo do ano, periodo do dia,
ciclo e parte da planta (MULLER-RIEBAU et al. 1997; PERRI et al. 1999; VESELA et al.
1999; CARVALHO-FILHO et al., 2006), como também por fatores genéticos (VIEIRA et al.,
2001; SKOULA; ABBES; JOHNSON, 2000; TAVARES et al., 2003).

Os estudos de rendimento e composicao de dleos essenciais sdo escassos para o género
Justicia. Os estudos que ja existem se referem principalmente a espécie Justicia pectoralis,
conhecida popularmente como anador e referentes a outros géneros.

Segundo Joseph et al. (1988), em estudos sobre a composicdo quimica de Oleos
essenciais, o rendimento encontrado para a espécie Justicia pectoralis coletada em Guadeloupe,
na India variou entre 0,4 a 0,3%. Neste sentido, sdo razoaveis os rendimentos encontrados
referentes aos teores de 6leo essencial para os epécimes coletados de J. pectoralis.

Castro (2002), em estudo sobre preparados de fitoterapicos, dentre eles da planta
chamba ou anador, encontrou rendimento de 2,9%. Portanto, os espécimes avaliados neste
trabalho possuem um rendimento de 6leo essencial abaixo do relatado na literatura citada. Este
fato pode ser atribuido a fatores, tais como, época do ano em que foi feita a coleta, estadio de
desenvolvimento do vegetal, localidade geografica (altitude), dentre outros fatores ambientais
(OLIVEIRA; AKISUE, 1998).

Outro fator que deve ser levado em consideracdo em relacdo as diferencas de
rendimentos nos espécimes amostrados ¢ o fato do rendimento estar relacionado aos periodos
de pré-antese ¢ pds-antese da planta, uma vez que Oliveira e Akissue (1998), afirmam que
pouco antes da floragdo o conteudo de 6leo essencial atinge um valor maximo. A maioria dos
espécimes foram coletados no periodo de pds-antese no estadio de desenvolvimento da planta.

Na andlise da composicdo quimica dos 6leos essenciais da espécie em estudo em estadio
vegetativo, foram identificados 49 componentes comuns, destes, 09 correspondem a
componentes detectados em maior concentracdo. Dos 09 componentes principais, 12,5 % s@o
monoterpenos. Os sesquiterpenos corresponderam a 82,50% do total dos componentes do 6leo
essencial, corroborando os resultados de Menezes (1994) e Falcdo e Menezes (2003), para
géneros que pertencem a mesma ordem da familia Acanthaceae, a ordem Lamiales, ¢ afirmam
que os monoterpenos € sesquiterpenos sao os componentes principais dos 6leos essenciais.

Compostos sesquiterpénicos sdo amplamente encontrados em plantas, fungos ¢ algas.
Mais de 1000 sesquiterpenos presentes em plantas sdo conhecidos, e sua estrutura compreende
15 atomos de carbono, relacionando-se com o constituinte trans-cis-farnesol ou o trans-
transfarnesol (SIMOES; SPITZER, 2010). A maioria dos sesquiterpenos apresenta

propriedades bioldgicas como inseticida e antibiotica (DEY, 1997).
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O monoterpeno isopulegol foi observado em algumas familias da ordem Lamiales,
dentre elas Lamiaceae ¢ Acanthaceae e tém alto poder anti-séptico (MENEZES, 1994). Além
da importancia medicinal esses compostos e muitos de seus derivados, devido ao agradavel
odor floral, sdo utilizados na perfumaria e em produtos cosméticos, por exemplo, perfumes,
locdes, sabdes, desodorantes e como aromatizantes em alimentos, tais como bebidas nédo-
alcoolica, sorvetes e doces (JIROVETZ et al., 2007).

O composto (E)-cariofileno presente de maneira representaiva nas amostras de Justicia
pectoralis sdo compostos sesquiterpenos hidrocarbonetos biciclicos amplamente usados na
perfumaria cosmética e em sabonetes (CRAVEIRO; MACHADO, 1986; COSTA, 1994;
SIMOES; SPITZER, 2010). Os compostos E — cariofileno e o. — humuleno tém demonstrado
atividade anti-inflamatoria e citoprotetora. Oleos essenciais que possuem o cariofileno, como
composto majoritario, exibiram moderadas atividades contra bactérias gram-positivas e uma
grande atividade contra Helicobater pylori (TZAKOU; SKALTSA, 2003); demonstraram,
ainda, moderada atividade antifiingica contra dermatéfitos (FLACH ET AL., 2002).

O reconhecimento da existéncia de ragas quimicas ¢ importante quando se pensa na
coleta de plantas medicinais ¢ aromaticas, tanto para estudos quimicos quanto farmacoldgicos
nos quais se tenta avaliar e melhorar a capacidade destas plantas de produzirem determinado

constituinte quimico (POLZERNHEIM; BIZZO; VIEIRA, 2001).

5. CONCLUSAO

De acordo com os constituintes verificados nos 6leos essenciais da espécie Justicia
nodicaulis pode-se perceber que a analise da composi¢do dos o6leos essenciais pode ser
importante como subsidio para a posteriore etapa de avaliagdo do dleo essencial. O presente
trabalho é apenas o inicio de um processo de analise sobre a espécie Justicia nodicaulis que é
encontrada no Cerrado de Goias. E ainda necessaria a realizagdo de ensaios biologicos para
avaliacdo da atividade farmacologica, genotoxica e citotoxica. Mediante os resultados obtidos,
pode-se inferir que o 6leo essencial e os compostos isolados das folhas de J. nodicaulis possuem
potencial farmacoldgico e econdomico, podendo este farmacogeno ser explorado para a obtencao
dos compostos bioativos identificados, pois o seu processo de obtengdo utiliza as folhas sem

comprometer a sobrevivéncia da planta como um todo.
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Apéndice

Apéndice A - PRODUTO TECNICO 1

Chave de identificacdo dicotomica para o género Justicia sp pertencentes a familia Acanthaceae

de ocorréncia em remanescentes do Cerrado no municipio de Anapolis, estado de Goias

1. Plantas glabras ou glabreSCentes........ccueeverieiieeierieiiieeieeeeeeesveeeveeeree e 2.

2. Inflorescéncia muito reduzida 1-2 flores e bracteas folidceas que recobrem

todo o calice................. Justicia thunbergioides (Lindau) Leonard
1'. Flores dispostas em paniculas formadas por espigas..........ccccecvevveerveenreeneeennen. 2.
2. Plantas densamente tomentosas............. Justicia chrysotrichoma (Nees) Pohl.
2'. Plantas glabras ou glabrescentes..........cccoceecveecieevieecieececneennen. 3.
3. Bracteas espatuladas.........cccccceeereiiiiiineennnnn. Justicia nodicaulis (Nees)
Leonard
3'. Bracteas lanceoladas .........c.ccocoveriirieiininieneee e 4.
4. Corola vermelha OU rOXa......c..cceeeevveverereieneveninenns Justicia lanystakii Rizz.
4'. Corola branca ou lilas ...........cccecvevrieurennnns Justicia pectoralis Jacq.
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Apéndice B— PRODUTO TECNICO 2

Prancha boténica fotografica da espécie Justicia nodicaulis (Nees) Leonard pertencentes a familia
Acanthaceae de ocorréncia em remanescente do Cerrado no municipio de Anépolis, estado de

Goias
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Apéndice C — Draft Artigo cientifico

Molecular modeling studies of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene extract
from Justicia nodicaulis (Nees) Leonard (ACANTHACEAE) from Brazilian
Cerrado

Grecilene D. de Souza*®, Léide O. Sallum®, Vitor S. Duarte®, Mércio®, José L. R. Martins®, Lucimar
P. Rosseto®, Ademir J. Camargo®, Hamilton B. Napolitano® and Josana C. Peixoto**"

@ Laboratorio de Pesquisa em Biodiversidade,, Universidade Evangélica de Goias, 75083-
515, Anapolis, GO, Brazil
b Grupo de Quimica Tedrica e Estrutural de Andpolis, Universidade Estadual de Goids,
75132-903, Anapolis, GO, Brazil

1. Experimental and computational procedures

Hirshfeld surface analysis

PLATON ' and Mercury > were carried out to analyze and draw the crystal supramolecular
arrangement. The 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene structure was extracted from the Cambridge
Crystallography Data Center (CCDC) with the code 1125298. The HS * is a valuable tool for
comprehending the intermolecular contacts between atoms and crystal packing. It is calculated based on
the distances between the internal nucleus (d;) and the external nucleus (d.) of the HS within molecule
*. The normalized contact distance (dnom) aids in identifying the normalized d. and d; with the van der
Waals radius. This measurement is used to identify the most significant contacts present in the molecule.
Furthermore, the 2D fingerprint plots offer valuable insights into the frequency and quantitative
information regarding the calculated intermolecular contacts. For this purpose, the Crystal Explorer 21.5

> software was employed to generate the HS surface and to calculate the 2D fingerprint plots.

2. Results and discussions

2.1. Solid state analysis

The 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene crystallizes in the acentric A2 monoclinic space group,
and the asymmetric unit is formed by two independent molecules (conformers I and II), as shown in the
ORTEP diagram (Figure 1). The crystal data and refinement details are summarized in Table 1. The 4-
hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene molecule contained two fused six-membered rings (rings A and B),
which appear as chair conformation confirmed by the ring-puckering parameters Q=0.5436 and 0.5551A
and ¢=181.27° and 187.36° for conformer I and Q=0.5408 and 0.5603 A and ¢=196.29° and 141.68° for
conformer II, respectively, as described by Cremer and Pople °. Also, the methyl (C14) is bonded
equatorially to ring B, and the methyl (C15) is bonded equatorially to ring A.
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Conformer IT -Conformer I

Figure 1. ORTEP representation of the asymmetric unit for conformers I and II with the atom
numbering scheme of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene. Ellipsoids are drawn at the 50%
probability level.

Table 1. Experimental details and refinement data of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene.

Crystal data 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene
Chemical formula Ci15Hz604
Formula weight 222.36
Crystal system, space group Monoclinic, A2
20.105 (2)
a, b, c(A) 7.794 (1)
21.423 (2)
90.00
a=B=y (°) 122.68 (1)
90.00
V(A3 2825.54
Z 8
Pealcg/c’® 1.045
p (mm1) 0.063
F(000) 992.0
Radiation type MoKa (A =0.71073)
Final R indexes [[>=2c (I)] 0.0502

The molecular conformation angle between the mean plane of ring A (C1-C10 and C1A—C10A)
and ring B (C5-C10 and C5A—C10A), forms an angle of 63.69° and 61.29° for conformers I and II,
respectively, as shown in Figure 2. The torsion angles C3-C4-O1-H1, C6-C7-C11-C13, C8-C7-C11-
C13, for conformer I and C3A-C4A-O1A-H1A, C6A-C7A-C11A-C13A and C8A-C7A-C11A-C13A
for conformer II are -37.00°, 135.58° -99.97°, -175.00° -107.50° and 17.03° for conformer I and II,
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respectively indicate differences between hydroxyl and methylene group, as shown in Table 2.

(a) (b)

Figure 2. Representation of angles formed by mean plane of ring A and ring B for (a) conformer I
(6=63.69°) and (b) conformer II (0=61.29°) of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene.

Table 1. Relevant experimental bond length (A), bond angles (°), and dihedral angles (°) for 4-
hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene.

Conformer I

0O1-C4 1.459 C3-C4-0O1-H1 -37.00
C11-C13 1.365 C11-C7-C8-C9 176.13
C1-C2-C3 111.01 C6-C7-C11-C12 -48.97
C5-C10-C14 112.97 C6-C7-C11-C13 135.58
C12-C11-C13 119.85 C8-C7-C11-C12 75.48
C1-C10-C9 110.57 C8-C7-C11-C13 -99.97
Conformer II

OlA-C4A 1.451 C3A-C4A-O1A-HIA -175.00
C11A-CI3A 1.321 C11A-C7A-C8A-C9A 175.05
Cl1A-C2A-C3A 110.55 C6A-C7A-C11A-C12A -73.01
C5A-C10A-C14A 112.36 C6A-C7A-C11A-C13A -107.50
C12A-C11A-CI13A 121.78 C8A-C7A-C11A-C12A -162.45
C1A-C10A-C9A 110.12 C8A-C7A-C11A-C13A 17.03

The overlap of conformer I and conformer II demonstrate the value of the root mean square
deviation (RMSD) = 0.7583, which measures the geometric difference in these conformers. These
differences can be evidenced by the dihedral angles of hydroxyl atoms C3—C4-O1-H1 (-37.0°) and
C3A-C4A-O1A-H1A (-175.0°) as well as methylene group C8—C7-C11-C12 (75.48°) and C8A—
C7A-C11A—CI12A (-162.45°), not overlapping the methylene radicals and the hydroxyl group (Figure
3).
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Figure 3. Overlap of conformers I and II, showing the rotation in the hydroxyl group, and the methylene
radicals of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene.

The geometrical details of the hydrogen bonds are given in Table 4. The crystal packing for 4-
hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene is formed by a tetramer around the crystallographic two-fold screw axis
along b, involving both conformers I and II, which are responsible for generating O1-H1---O1A and
O1A-H1A"--Ol intermolecular interactions with the expected R3(8) graph set motif. Additionally, the
C2-H2B---H3AB-C3A and C2A-H2AB---H3B-C3 dihydrogen intermolecular interactions contribute
to this supramolecular arrangement, forming a dimer, that can be described as R3(24), as shown in
Figure 4a. The crystal packing connects four 4-Hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene molecules in a
tetrahedral arrangement involving hydroxyl groups. The dihydrogen intermolecular interactions dimer

also contributes to this strong network of hydrogen bonds, as shown in Figure 4b.

Table 4. Hydrogen-bond geometry (A, °) for 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene.

D-H--A4 D-H H--4 DA D-H---4 Symmetry code
Ol-HI---OlA 0.86 1.88 2.648 147 INTRA
4-hydroxy-10-epi-
cudesm-11-ene ~ O1A-HIA--Ol 0.83 2.04 2.805 154 1-x,-1-y,1-z
%AHZB’ VH3AB= g8 2.59 3.417 155 1-x,-1/2+y,1/2-2
ggAfHZAB“'Hz'B’ 088 259 3.417 155 1-x,-1/2+y,1/2z
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(b)

Figure 2. Representation of intermolecular hydrogen bond interactions responsible for 4-
hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene crystal packing. These interactions are (a) Ol-HI:--O1A,
O1A-H1A---Ol, and dihydrogen intermolecular interactions (b) crystal packing in a
tetrahedral arrangement.

We employed HS mapped over dyorm. (ranging from -0.679 to 1.270 A) analysis to interpret the
most dominant interactions responsible for crystal packing as shown in Figure 4. These interactions are
analyzed based on the distances between the internal nucleus of the HS within the molecule (d;) and the
external nucleus of the HS within the molecule (d.), where the red dots represent the strong interactions.
For 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene, the red dots in Figure 4a correspond to a tetramer formed by O1—
H1---O1A and O1A-H1A:--Ol intermolecular interactions. Finally, dihydrogen C2-H2B---H3AB—
C3A and C2A-H2AB---H3B—C3 intermolecular interaction is represented by the red dots on the HS as
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shown in Figure 4c.

(a) (b)

(1)=01-HI1-0l1A

(2)=01A-HI1A- Ol

(3)=C2-H2B~ H3AB-C3A

(4)=C2A-H2AB-~ H3B-C3
(©)

Figure 4. The HS dnom showing (a) O1-HI1:-*OlA and O1A-H1A:---O1 intermolecular
interactions found in a tetrahedral arrangement crystal packing for 4-hydroxy-10-epi-eudesm-
11-ene and (b) C2-H2B---H3AB-C3A and C2A-H2AB---H3B—-C3 dihydrogen intermolecular
interactions. The red dots represent the strong contacts.

The 2D fingerprint plot of 4-Hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene is shown in Figure 5. The 2D
fingerprint plots (d; vs. de) quantify the types of intermolecular contacts such as H---H contacts, which
make up 94.8% of the HS of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene because it is an organic compound °.
Also, the red spots appearing on the HS represent O---H/H---O contacts in the solid-state arrangement
3, which contribute with 3.3% of the HS of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene, and it is shown as the
spikes at the bottom of the 2D fingerprint plot.
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Figure 5. The 2D fingerprint plot representation of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene. The
reciprocal contacts were included.

2.2. Molecular modeling analysis

The highest occupied molecular orbital (HOMO) and the lowest unoccupied molecular orbital
(LUMO)'!'"! were calculated for both conformers of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene. The LUMO
orbital of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene characterizes the n* orbital associated with electrophilic
behavior, while the HOMO orbital characterizes the © orbital, which is characteristic of nucleophilic
behavior (Figure 6a and 6b). The calculated energy for orbitals of both conformers is also similar
(Conformer I: ELumo=-25.36 kJ/mol and Enomo = -751.73 kJ/mol; Conformer II: ELumo=-20.61 kJ/mol
and Enomo = -796.62 kJ/mol). However, the energy difference between the LUMO and HOMO orbitals,
known as the energy gap (Egar), can be considered an important indicator of the kinetic stability and
reactivity of a molecule, as high Egap values suggest greater kinetic stability and excitation energies, but
lower reactivity. '*'* The Ecap values suggest that conformer II (776.01 kJ/mol) is more kinetically
stable than conformer I (726.37 kJ/mol).

The MEP maps were also calculated for both conformers of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene
(Figures 6¢ and 6d). The MEP map for both conformers is similar, with the hydroxyl groups being
associated with electrophilic attacks, indicated by the red color representing high electron density. On
the other hand, the hydrogen atoms (H) and the methyl group of conformer II are related to nucleophilic

attacks, indicated by the blue color representing a positive electrostatic potential.
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Eponio = -20.61kd/mol  Exono = -796.62 kd/mol Epyuo = -25.36kI/mol  Egoye = -751.73 kJ/mol
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Figure 6. FMO representation of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene; conformer II (a) and conformer I
(b). MEP map representation of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene; conformer II (c) and conformer I (d).

The QTAIM analysis contributes to describing some parameters of molecular interactions based
on electron density. To confirm the interactions described by geometric parameters and HS, we use

certain properties of the QTAIM topological analysis, such as electron density p(r) at the critical point

of the interaction (CP), Laplacian of electron density V>p(r), eigenvalues of the Hessian matrix (A1, Az,

A\3), ellipticity of electron density (¢ = — — 1), potential electron energy density V(r), kinetic electron

energy density G(r), and energy dens1ty H(r) (Table 5). QTAIM analysis has been used to describe

15-18 19-22, 23-25

classical hydrogen bonding , weak hydrogen bonds and dihydrogen bonding

From the values obtained for these properties, we utilize certain criteria to determine and
confirm the interactions, such as the presence of a continuous density path between acceptor and donor
atoms involved in the interaction, the existence of a stable critical point in the electron density between
the atoms involved in the interaction, and the values of p(r) and V?p(r) must be within the range of
0.002 - 0.035 a.uand 0.024 - 0.139 a.u, respectively. 2**’** The analyzed interactions have a continuous
density path between the atoms involved in the interaction, with the presence of CP in this density path
(Figure 7). The values of p(r) and V*p(r) are in accordance with the expected range, except for the p(r)
value of the O1-H1---O1A interaction (0.0442 a.u) and the V*p(r) value of the C2A-H2AB---H3B-C3
(0.0160 a.u) interaction, which showed slight deviations. The values of V*p(r) > 0 with small values of

p(r), indicate hydrogen bonds, while V*p(r) > 0 and H(r) < 0 suggest interactions with medium strength
(O1-H1---O1A, C2A-H2AB---H3B—C3). On the other hand, V*p(r) > 0 and H(r) > 0 suggest weak
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interactions with an electrostatic character (O1A-H1A---O1, C2-H2B---H3AB-C3A).**?! The
parameter € can be interpreted as a measure of the anisotropy of the curvature of p(r) and quantifies the
degree to which density is preferentially accumulated. In cases where |Al| = [A2|, € = 0 suggests a bond

that is cylindrically symmetrical.>*™*. All these parameters contribute to the understanding of these

interactions.

(b)

Figure 7. CPs for interactions of 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene.

Table 5. Parameters from the QTAIM topological analysis for 4-hydroxy-10-epi-eudesm-11-ene. All
data are in atomic units (a.u).
Interactions CP  p(r) V2p(r) A Ay A5 € V(r) G(r) H(r)

Ol1-H1---O1A 1 0.0442 0.1112 0.0739 0.0719 0.2571 0.0268 0.0391 0.0334 0.0056
OlA-HIA---O1 2 0.0244 0.0928 0.0318 0.0307 0.1555 0.0338 0.0192 0.0212 0.0019
Ol1-H1---O1A 3 0.0442 0.1113 0.0739 0.0719 0.2572 0.0268 0.0391 0.0335 0.0056
OlA-HIA---O1 4 0.0244 0.0928 0.0318 0.0307 0.1554 0.0338 0.0192 0.0212 0.0019

C2-H2B---H3AB-C3A 5 0.0086 0.0248 0.0079 0.0074 0.0402 0.0755 0.0043 0.0053 0.0009
C2A-H2AB---H3B-C3 6 0.0059 0.0160 0.0048 0.0046 0.0255 0.0376 0.0030 0.0480 0.2968
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