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RESUMO

No campo farmacéutico, as matérias primas a partir de plantas sdo de grande importancia para
a medicina popular. Justicia € um dos dos principais generos da familia Acanthaceae no Brasil,
que é representada por 41 géneros e 432 espécies, das queis Justicia L., Ruellia L. e Aphelandra
R. sdo as mais conhecidas. Justicia secunda, que é popularmente conhecida como "raiz do
sangue™ e "Sanguinaria™ € usualmente utilizada para tratamentos como, anemia e em feridas de
pés de pacientes diabéticos. Em triagem da composicdo fitoquimica de diferentes formas de
extracdo das folhas revelou a presenca de polifen6is como, flavonoides, taninos e antocianinas.
Nesta perspectiva, o extrato bruto das folhas foi investigado via LC-MS e concomitante fora
submetido a testes in vivo para avaliacdo da atividade vasorrelaxante. Através dos dados obtidos
de analises em HPLC-DAD e CCDC, foi possivel observar que o extrato etanélico de Justicia
secunda possui uma matriz extremamente complexa, sendo possivel via modo positivo [M +
H]* a deteccdo de 18 constituintes quimicos, que sugerem a presenca de trimetil glicina, uma
classe de alcaloides denominados indoquinolinas e compostos fenolicos, que de acordo com a
literatura, foram identificados na mesma familia da planta em questdo. O extrato promoveu um
efeito vasorrelaxante que se mostrou independente do endotélio funcional, corroborando dados

descritos na literatura para substancias que possivelmente estdo presentes no extrato.

Palavras-chave: Justicia, atividade cardiovascular, metabélitos secundarios.



ABSTRACT

In the pharmaceutical field, raw materials from plants are of great importance for popular
medicine. Justicia is one of the main genera of the Acanthaceae family in Brazil, which is
represented by 41 genera and 432 species, of which queens Justicia L., Ruellia L. and
Aphelandra R. are the best known. Justicia secunda, which is popularly known as "blood root™"
and "Sanguinaria™ is usually used for treatments such as, anemia and in wounds on the feet of
diabetic patients. In screening the phytochemical composition of different forms of leaf
extraction, it revealed the presence of polyphenols such as flavonoids, tannins and
anthocyanins. In this perspective, the crude extract of the leaves was investigated via LC-MS
and concomitantly it was submitted to tests in vivo to evaluate the vasorelaxant activity.
Through the data obtained from HPLC-DAD and CCDC analysis, it was possible to observe
that the ethanolic extract of Justicia secunda has an extremely complex matrix, being possible
via the positive [M + H] * detection of 18 chemical constituents, which suggest the presence of
trimethyl glycine, a class of alkaloids called indoquinolines and phenolic compounds, which,
according to the literature, were identified in the same family of the plant in question. The
extract promoted a vasorelaxing effect that was independent of the functional endothelium,
corroborating data described in the literature for substances that are possibly present in the

extract.

Keywords: Justicia, cardiovascular activity, secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Saude - OPAS (2017), as doencas
cardiovasculares (DCV) tém sido apontadas como as principais causas de morte dentre qualquer
outra enfermidade. Dados estimados do ano de 2015 revelaram que 17,7 milhdes de pessoas
morreram em razdo desta morbidade, simbolizando um total de 31% de todos os 6bitos a nivel
mundial, e que mais de 75% desses Obitos ocorreram em paises de baixa e média renda para 0s
portadores destas doencgas ou com grau de risco cardiovascular, em razdo da presenca de um ou
mais fatores de risco (OPAS, 2017).

Semelhantemente ocorre no Brasil, em que 72% dos &bitos decorreram de Doengas
Crénicas Nao-Transmissiveis (DCNT), com cerca de 30% consistindo em DCV (NASCIMENTO
etal., 2016; GBD et al., 2018). Segundo Oliveira e colaboradores (2020), no Brasil, que é um pais
de dimens6es continentais, a desigualdade econbmica torna-se um agravante na medida em que
estd intimamente correlacionada com a maior mortalidade por DCNT, principalmente as
cardiovasculares (OLIVEIRA et al., 2020), e como consequéncia, com a escassez de recursos, 0s
custos com tratamento das DCV acabam drenando mais recursos existentes, gerando um ciclo
vicioso de mais pobreza e atraso para o0 crescimento socioeconémico do pais. (POLANCZYK,
2020).

Diversos fatores influenciam negativamente 0 acesso a medicamentos, como,
socioecondmicos, acessibilidade geografica e disponibilidade desses produtos (BLUM, LUIZA e
BERMUDEZ, 2011), com destaque para as regifes norte e nordeste que exibem uma menor
proporcdo de acesso a medicamentos em relagdo a outras regides (DRUMMOND, SIMOES e
ANDRADE, 2018). Neste cenario, é de grande importancia o uso alternativo de plantas medicinais
(TUROLLA, 2006).

Historicamente a medicina tradicional ¢ a soma total do conhecimento, habilidades e
praticas baseadas em teorias, crencas e experiéncias indigenas de diferentes culturas, explicaveis
ou ndo, passadas de geracdo em geracdo, utilizadas na manutencdo da salde e na prevencao,
diagndstico, melhoria ou tratamento de doencas fisicas e mentais (WHO, 2019). Neste contexto,
durante geracBGes, o conhecimento popular tem considerado as plantas como de essencial
relevancia para a pratica terapéutica, com o propoésito de profilaxia, tratamento ou cura; porém,
com 0s avancos tecnoldgicos no campo da saude, essas praticas foram, gradativamente, extinguindo-
se com o surgimento dos medicamentos industrializados (AKERELE, 1993; BADKE et al., 2012;
ALBIERO e PEREIRA, 2015).



Neste sentido, estudos etnobotanicos sdo frequentemente significativos em divulgar
espécies vegetais de uso medicinal importante em uma determinada regido, especialmente para a
descoberta de novos principios ativos (MUTHEE et al., 2011). O conhecimento sobre plantas
medicinais € um dos maiores recursos terapéuticos de muitas comunidades e grupos étnicos
(MACIEL et al., 2002).

No Brasil, a utilizacdo da medicina tradicional ndo é diferente, uma vez que o Pais é
detentor de cerca de 20% da biodiversidade mundial, com destaque para a Floresta Amazonica, a
maior do planeta, que se apresenta como uma fonte inestimavel de matérias-primas para fins
econdmicos, sociais, cientificos e de saude (SOUZA et al., 2004). A importancia das plantas
medicinais vai muito além da pesquisa farmacoldgica e o desenvolvimento de drogas, ou quando
seus constituintes sao usados diretamente como agentes terapéuticos, mas também como mateérias-
primas para a sintese, ou modelos para compostos farmacologicamente ativos (WHO, 2003).

Estima-se que cerca de 40% dos medicamentos disponiveis foram elaborados direta ou
indiretamente a partir de fontes naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de micro-
organismos e 3% de animais (CALIXTO et al., 2001).

No campo farmacéutico, as matérias primas a partir de plantas sdo de grande importancia
para a medicina popular (SCHENKEL et al., 1985; SIMOES et al., 1986). Com 0 avanco em
pesquisas e 0 grande crescimento neste segmento, deve ser considerada a viabilidade das
substancias ativas advindas de plantas medicinais como referéncia para elaboracdo de novas
drogas ou de medicamentos a base de extratos vegetais: medicamentos fitoterapicos (SCHENKEL,
GOSMANN e PETROVICK, 2001).

O descobrimento de novas drogas a partir de produtos naturais € uma das ferramentas que
tem contribuido bastante para o desenvolvimento da quimica (CORDELL, 2000). Neste contexto
é reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados de plantas, no
desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas (TOMAZZONI, NAGRELLE e CENTA,
2006). Porem, um numero pequeno de espécies utilizadas popularmente tem sido analisado
cientificamente quanto a sua qualidade, seguranca e eficacia (CALIXTO, 2005).

O género Justicia € a maior representante da familia Acanthaceae, e uma das espécies mais
conhecidas neste género é Justicia pectoralis cujos estudos prévios evidenciaram que suas
atividades farmacoldgicas séo resultantes da acao das classes flavonoides, terpenos, alcaloides e
cumarinas (CORREA e ALCANTARA, 2012). A atividade broncodilatadora é atribuida a

alcaloides e cumarinas, sendo que esta Ultima também apresenta atividade analgésica, dado que



corrobora com o uso popular para dor de cabeca atribuido & espécie Justicia pectoralis (CORREA
e ALCANTARA, 2012).

Sendo assim, considerando a riqueza da flora amazénica, torna-se de grande importancia a
investigacdo de novas drogas a partir do estudo fitoquimico de espécies vegetais encontradas na
regido (YUNES, PEDROSA e FILHO, 2001).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

o Identificar metabolitos secundarios no extrato etandlico das folhas de Justicia secunda
(EEJs) através de LC-MS e andlises putativas e avaliar a atividade deste extrato sobre o sistema

cardiovascular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Aplicar técnicas de cromatografia (CCDC e CCVU) para a selecdo e agrupamento de
metabdlitos por meio de fracionamento por solventes organicos de diferentes polaridades;

o Descrever o perfil cromatografico do extrato e frac6es obtidos da espécie em foco;

o Analisar o extrato etandlico das folhas através de técnicas de cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas (LC-MS);

o Obter analise in silico por consulta aos bancos de dados de espectrometria de massas
disponiveis;

o Contribuir para o fortalecimento das bases de dados quimicas da espécie Justicia secunda
(Acanthaceae).

o Avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos pelo extrato etandlico de Justicia secunda.

o Relacionar os efeitos cardiovasculares provocados, com as substancias identificadas no

extrato testado.



3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 FAMILIA ACANTHACEAE

A familia Acanthaceae abrange aproximadamente 275 géneros e 4000 espécies
distribuidas, predominantemente, pelas regides tropicais, com poucos representantes nas regides
temperadas (WASSHAUSEN, 1998). Os principais centros de diversidade para a familia séo o
sudeste da Asia, Malasia, india, Africa tropical, Madagascar, Brasil, regido Andina, México e
América Central (DANIEL, 2000).

As Acantaceas brasileiras ocorrem em praticamente todos os dominios fitogeograficos,
apresentando elevado nimero de espécies nos ambientes florestais da Mata Atlantica, sendo a
familia bastante ornamental, em sua grande maioria herbacea, subarbustiva, arbustiva, raro
trepadeiras e arvores (MARTINELLI, MESSINA e SANTOS FILHO, 2014). Os géneros mais
representativos no pais sdo Justicia, Ruellia e Aphelandra e as espécies estdo presentes em uma
diversidade de habitats, desde restingas, areas campestres até regides alagadas (mangues)
(MARTINELLI, MESSINA e SANTOS FILHO, 2014).

3.2 GENERO JUSTICIA

Justicia € um dos dos principais generos da familia Acanthaceae. Suas espécies sdo
encontradas particularmente na Asia, América e Africa (KITADI et al., 2019). Na América do Sul,
especificamente no Brasil, a familia é representada por 41 géneros e 432 espécies, com destaque
para Justicia L., Ruellia L. e Aphelandra R. (PROFICE et al., 2010).

Todos os segmentos dessa planta sdo utilizados pela medicina tradicional para tratar
diversas enfermidades como diabetes (THEILER et al., 2016), cancro (LIU et al., 2018), doengas
respiratorias (LEAL, SILVA e VIANA, 2017), gastrointestinais (KITADI et al., 2019) bem como
inflamagéo (VERDAM et al., 2015).

No sistema nervoso central atua como alucindgenos, agentes ansioliticos, (GARCIA,
MORA-PEREZ e GONZALEZ-TORRES, 2019) depressores em tratamentos para epilepsia,
transtornos mentais, bactericida (HERRERA-MATA, ROMERO e CRESCENTE, 2008), anemia
e hipertensdo (N'GUESSAN, KOUASSI e OUTARA, 2010; N'GUESSAN, SORO e AMON,
2011). Outras espécies sdo usadas no tratamento de dor de cabeca, febre, sedativo e analgésico
(CORREA e ALCANTARA, 2012).

Diversas atividades bioldgicas foram relatadas para diferentes extratos de Justicia, e uma
quantidade consideravel de compostos fitoquimicos foram isolados de diferentes partes dessas
plantas (KITADI et al., 2019).
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O género Justicia possui muitos relatos na medicina tradicional, e diversos estudos
realizados comprovam a presenca de metabolitos secundarios, que em uma mistura de substancias
ou isolados sdo responsaveis por multiplas atividades farmacologicas, como a substancia isolada
umbeliferona, derivado cumarinico encontrado em Justicia pectoralis, tem sido empregada
principalmente para doencas do trato respiratorio (LEAL, SILVA e VIANA 2017); os flavonoides
encontrados no género apresentaram sobretudo atividade antiinflamatoria, e os alcal6ides isolados
demonstraram uma boa atividade broncodilatadora (CORREA e ALCANTARA, 2012);
glicosideo triterpendide utilizado para controle da fertilidade e abortivo (KANCHANAPOOM et
al., 2004); e lignanas, que é a classe mais encontrada neste género, responsavel por atividade
sedativa, relaxante muscular, citotoxica, antiviral, inseticida, cardiotdnica, analgésica, anti-
inflamatoria e estimulantes, ja no sistema nervoso central, apresentaram propriedades depressoras
significativas em ratos (N'GUESSAN, KOUASSI e OUATTARA et al., 2010).

3.3 ESPECIE Justicia secunda Vahl M.

A espécie Justicia secunda, integra a familia Acanthaceae, que é popularmente conhecida
como "raiz do sangue" e "Sanguinaria" em Barbados e Venezuela, respectivamente
(CARRINGTON et al., 2012), é uma erva nativa oriunda da América do Sul, introduzida e
atualmente cultivada em outros paises africanos, tropicais ou subtropicais, muito utilizada como

ornamental até a descoberta de suas atividades farmacoldgicas (KOFFI et al., 2013).

Figura 1: Distribuicéo territorial da espécie Justicia secunda Vahl M.
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Fonte: Kew cience — Plants of the word online.
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O cha das folhas de Justicia secunda € usualmente utilizado para varios tratamentos,
estudos etnofarmacoldgicos realizados na Africa, relatam o uso desta planta pela medicina
tradicional local como recurso terapéutico para anemia (N'GUESSAN, KOUASSI e OUATTARA,
2010). A anemia falciforme, é caracterizada principalmente pelo formato das hemécias em forma
de foice, e que eritrocitos tratados com antocianinas do extrato aquoso, recuperam sua forma
normal e devolvendo a estabilidade da membrana na maioria dos glébulos vermelhos (MPIANA
et al., 2010a).

Suas propriedades antimicrobianas também sdo muito relatadas na medicina tradicional,
pelo seu uso em feridas de pés de pacientes diabéticos, que em predominancia sdo causadas por
bactérias, em testes in vitro, com bactérias isoladas deste tipo de lesdo, os extratos metatélico e
acetdnico obtidos via soxhlet, ndo produziram efeitos contra as bactérias teste Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus feacalis (CARRINGTON et al., 2012). Porém,
em estudos realizados com extratos aquoso, etandlico e metandlico por maceragcdo apresentou
atividade contra patégenos Gram-positivos (HERRERA-MATA, ROMERO e CRESCENTE,
2002; AYODELE, 2020). Evidenciando as diferencgas dos extratos, que mesmo partindo de uma
mesma matriz, mas com a utilizacdo de solventes distintos e formas diferentes de extracao, exibem
resultados diferentes.

Estudos in vivo realizados a partir do extrato aquoso das folhas de Justicia secunda,
evidenciaram o efeito anti-hipertensivo em coelhos propositalmente descompensados, e em
coelhos normotensos que receberam uma dose do extrato apresentaram resultados significativos
de atividade hipotensora (MANDA et al., 2011; ABO, KOUAKARO e ADOU, 2016).

A triagem da composicéo fitoquimica de diferentes formas de extragdo das folhas revelou
a presenca de polifendis como, flavonoides, taninos e antocianinas (MPIANA et al., 2010a;
THEILER et al., 2014), com destaque para a classe de flavonoides que teve 0 maior nimero de
compostos fendlicos encontrados (KOFFI et al., 2013). Os quadros abaixo exemplificam suas

atividades farmacoldgicas.
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Quadro 1: Relacéo de publicagcdes com atividade farmacoldgicas comprovadas, parte da planta
utilizada no estudo, tipo de extrato e solvente e referéncia da publicacéo.

. - Parte Preparacéo/ A
Espécie Atividade Testada Utilizada Solvente Referéncia
- . < i Abo, Kouakaro e
Anti-hipertensivo Folhas Decoccdo/ Agua Adou (2016)
x Aimofumeh,
Hepatoprotetor e antioxidante Folhas Maceragdo/ Metanol Anyasor e Esiaba
70%
(2020)
.. - Maceracdo/ Metanol | Anyasor, Okanlawan
Antiinflamatdrio Folhas 20% e Ogunbiki (2019)
Hepatoprotetor, hematinico e X A Anyasor, Moses e
antioxidante Folhas Decocgao/ Agua Kale (2020)
. . Maceracio/ Agua,
Antibacteriano Folhas Etanol e Metanol Ayodele (2020)
Né&o produziu efeito Folhas Soxhlet/ Metanol e Carrington e
Antibacteriano Acetona colaboradores (2012)
x Herrera-Mata,
Justicia Antibactericida Gram positivo Caule e Maceragdol Etanol Romero e Crescente
Folhas Absoluto
secunda (2002)
- . ~ Manda e
Anti-hipertensivo Folhas Decoc¢do/Aquoso colaboradores (2011)
Hipoglicemiante Folhas Decocgao/Aquoso Mea e colaboradores
(2017)
x Mpiana e
Anti-falciforme Folhas Pegc;)l/a/g::)/uit;nol colaboradores
o Ad (2010a)
Antioxidante, anti-inflamatério Folhas Maceragdo/ Metanol Onoja e
e antinociceptivo 80% colaboradores (2016)
inibigdo da a-glucosidase Folha Refluxo/ Metanol e Theiler e
¢ g Infusdo/ Agua colaboradores (2016)
Maceracéo/ Agua,
Hematinico Folhas Acetato de etilae Yamoah e
colaboradores (2020)
Metanol

Fonte: Autora

Quadro 2: Relagdo de publicacdes de pesquisas etnofarmacoldgicas de comunidades tradicionais
que utilizam a planta como tratamento.

. N Parte Preparacéo/ A
Espécie Indicacéo Utilizada Solvente Referéncia
Justicia Depressdo e Anemia Folha Infusdo/ Agua N'Guessan, Kouassi e

Ouattara (2010)
secunda Vahl Decoccaol
M Anemia Planta inteira Agu% Teklehaymanot (2009)

Fonte: Autora

3.4 Aplicacdo de Técnicas Hifenadas na abordagem de Matrizes Complexas

A quimiotaxonomia associada aos processos cromatograficos (CCD, CLAE, CG) e as
técnicas espectroscopicas (UV, IV, EM e RMN) estdo sendo aplicadas constantemente na pesquisa
de isolamento e identificagdo de produtos naturais. Essa combinacéo, resulta no isolamento e

identificacdo de milhares de substancias de plantas, fungos, algas marinhas entre outras fontes



naturais. Em razdo a grande quantidade de substancias conhecidas advindas destas fontes, é de
essencial importancia, pesquisar a possibilidade de novos métodos de prospecc¢éo para isolamento
e identificacdo de novas substancias ou de produtos bioativos (LANG et al. 2008). As técnicas
hifenizadas combinam métodos cromatogréficos e espectrais para explorar as vantagens de
ambos. A cromatografia produz fragdes puras ou quase puras de componentes quimicos em uma
mistura. A espectroscopia produz informacdes seletivas para identificacdo usando padrdes ou
espectros de biblioteca (KOPF e PATEL, 2010).

Nos ultimos anos, as técnicas hifenadas tém recebido atencdo cada vez maior como 0 meio
principal para resolver problemas analiticos complexos. A associacdo de tecnologias de separacéo
com técnicas espectroscopicas tem sido demonstrada ao longo dos anos para analise quantitativa
e qualitativa de compostos desconhecidos em extratos ou fracdes de produtos naturais
complexos. Para obter informacGes estruturais que levem a identificacdo dos compostos presentes
em uma amostra bruta, a cromatografia liquida (CL), geralmente uma cromatografia liquida de
alto desempenho (CLAD), cromatografia gasosa (CG) ou eletroforese capilar (EC), esta ligada a
espectroscopia técnicas de deteccdo, por exemplo, infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), matriz de fotodiodo (PDA), absorcdo de UV-vis ou emissdo de fluorescéncia,
espectroscopia de massa (EM) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (ERMN).

HPLC é a técnica de separacdo analitica mais amplamente usada para a determinacao
qualitativa e quantitativa de compostos em extratos de produtos naturais. A conexao fisica de
HPLC e MS ou NMR aumentou a capacidade de resolver problemas estruturais de produtos
naturais complexos. Devido & maior sensibilidade, o LC-MS tem sido mais amplamente usado do
que o LC-NMR. A hifenacdo nem sempre precisa estar apenas entre duas técnicas; o acoplamento
de técnicas de separacdo e deteccao pode envolver mais de uma separacdo ou técnicas de deteccéo,
por exemplo, LC-PDA-MS, LC-MS-MS, LC-NMR-MS, LCPDA-NMR-MS e semelhantes. Onde
a analise de tracos é vital, e o enriquecimento do analito é essencial (WILSON e BRINKMAN,
2003).

Os dois elementos-chave na pesquisa de produtos naturais séo o isolamento e a purificagéo
de compostos presentes em extratos ou fracBes brutos obtidos de varias fontes naturais e a
identificacdo inequivoca dos compostos isolados. Assim, a caracterizacdo on-line de metabdlitos
secundarios em extratos ou fracfes de produtos naturais brutos exige alto grau de sofisticacdo e
riqueza de informagdes estruturais, sensibilidade e seletividade. O desenvolvimento de vérias

técnicas hifenadas fornece aos pesquisadores de produtos naturais novas ferramentas



extremamente poderosas que podem fornecer excelente eficiéncia de separacdo, bem como
aquisicdo de dados espectroscopicos complementares (KOPF e PATEL, 2010).

Deste modo, a aplicacdo de técnicas hifenadas, e uma metodologia util, pois podem
fornecer diversas informag0es estruturais sobre os metabolitos, antes mesmo do seu isolamento.
Um detector espectrométrico acoplado a técnica de separacdo, como por exemplo, CLAE-EM, é
uma das ferramentas mais utilizadas no estudo de plantas medicinais, onde a cromatografia gasosa
e a cromatografia liquida estdo entre esses métodos de separacdo acoplados ao detector
espectrométrico (ESPADA et al., 2008).

3.5 SISTEMA CARDIOVASCULAR

O sistema cardiovascular, constituido pelo coragdo, vasos sanguineos, vasos linfaticos e
sangue, tem como principal funcdo estabelecer o equilibrio homeostatico e manutencao da pressao
arterial (PA) (DAMPNEY, 1994; AARONSON, WARD e CONNOLLY, 2020).

A pressdo arterial que é controlada por um sistema, depende de duas variaveis
hemodindmicas fundamentais, o débito cardiaco (DC) e a resisténcia vascular periférica total
(RVPT). A interagdo destas variaveis determina a pressao arterial média (PAM): PAM = DC x
RVPT. A resisténcia vascular é influenciada por mudancas tensionais no musculo liso vascular e
esta diretamente envolvida no controle da PA. O ténus vascular das pequenas artérias e arteriolas
é 0 maior determinante da resisténcia ao fluxo sanguineo na circulacdo (BEVAN e LAHER, 1991;
MAYET e HUGHES, 2003).

Um importante mecanismo fisiolégico de regulacdo do tdbnus vasomotor e,
consequentemente, da resisténcia vascular e pressdo arterial é desempenhado pelo endotélio
vascular, considerado um 6érgdo vital na regulacdo, a curto e a longo prazo, do sistema
cardiovascular (LUSCHER e VANHOUTTE, 1990; RUBANYI, 1993), sendo formado por uma
Unica camada de células que revestem internamente a parede dos vasos, realizando a funcéo, tanto
como uma barreira semipermeavel entre o sangue e tecido, como um instrumento especial no
controle do ténus vascular e da microcirculacdo. Tal controle se da através da liberagdo de varias
substancias vasoativas sejam elas vasodilatadoras ou vasoconstritoras, que se difundem para o
musculo liso vascular adjacente para influenciar o tonus ou o potencial de membrana. (DAVIES,
2009).

O endotélio produz fatores contrateis, a exemplo da endotelina-1, angiotensina-II,
tromboxano A2, prostaglandinas, peroxido de hidrogénio (H20.) e radicais livres,

fisiologicamente existe um equilibrio preciso entre a liberacdo dos fatores endoteliais, sendo a



producéo de fatores relaxantes mais importante, prevalecendo sobre os efeitos dos agentes
contrateis. Além de seu papel vasodilatador, o endotélio normal previne contra o desenvolvimento
de lesBes vasculares, inibindo a agregacdo plaquetaria, a adesdo leucocitaria e a proliferacdo das
células musculares lisas (FENG et al., 1997; TRIGGLE et al., 2004).

A degeneracdo endotelial conduz a numerosos processos deletérios, danificando as células
vasculares bem como os tecidos vizinhos. Assim, a disfuncdo endotelial desenvolve um papel
principal na patogénese de DCV como a aterosclerose e hipertensédo (DHARMASHANKAR e
WIDLANSKY, 2010; SEALS, JABLONSKI e DONATO, 2011).

Figura 2: Anatomia de uma artéria.
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Fonte: Adaptada do tratado de fisiologia médica.

O tonus vascular desempenha um importante papel na regulacdo e manutengéo da pressao
arterial, mediado pela regulacdo do toénus da célula muscular lisa vascular e determinado pelo
equilibrio entre fatores vasoconstritores e vasorrelaxantes, e é desempenhado, em grande parte,
pelas células endoteliais (TOUYZ et al., 2018). A célula muscular lisa vascular representa a via
final comum para muitas destas alteracGes dindmicas na hipertensdo, consequentemente inimeras
pesquisas tém salientado a elucidagcdo de mecanismos fisiologicos e eventos fisiopatoldgicos que
regulem o crescimento e contracdo de célula muscular lisa vascular na salde e na doenca
cardiovascular (FURCHGOTT, 1984).

4 MATERIAL E METODOS
41 COLETA DO MATERIAL VEGETAL, IDENTIFICACAO BOTANICA E
REGISTRO LEGAL

A coleta foi realizada em setembro de 2019 com obtencdo de (12,305 kg) da espécie
Justicia secunda (Acanthaceae), o material foi recolhido na Empresa Brasileira de Pesquisa e

Agropecuaria (EMBRAPA) Amazénia Oriental. Para fins legais de acesso a esta planta, junto ao



Ministério do Meio Ambiente, este trabalho foi registrado junto ao Sistema Nacional de Gestdo ao
Patriménio Genético (SISGEN) sob o seguinte numero de cadastro: AF7AA4B. Além disso, uma
exsicata foi identificada pela botanica Dr?. Silvane Tavares Rodrigues e depositada no Herbario
da Embrapa Amazonia Oriental (IAN197.191).

As folhas de Justicia secunda foram cuidadosamente separadas dos caules e flores,
selecionadas e lavadas em agua corrente, aspergidas com solucdo de etanol 70° GL e secas em
estufa com fluxo de ar a temperatura de 45 °C. O material vegetal, apds seco, foi triturado em
moinho de facas e peneirado em tamis com granulometria na faixa 180 pum, segundo recomendacao
da Farmacopeia Brasileira - 52 edicdo (BRASIL, 2010), pesado e armazenado em dessecador,

obtendo-se um rendimento total de 2,128 kg.

Figura 3: Foto da espécie Justicia secunda Vahl M.

Fonte: Autora

42  PREPARACAO DOS EXTRATOS

4.2.1 Teste de extracdo
Os testes de extracdo foram realizados preconizando os solventes indicados pela

farmacopeia Brasileira - 5% edi¢cdo (BRASIL, 2010).



4.2.2 Extracdo por maceragao

A primeira extracdo foi realizada por meio do processo de maceracao. Para isto, 1,3 kg de
material vegetal seco e triturado (folhas) foi mantido por 48 h em contato com alcool etilico,
posteriormente filtrado e a solucéo obtida foi concentrada em evaporador rotativo a baixa pressao

até secagem completa do material.

4.2.3 Extragéo por soxhlet

Para obtencdo do extrato etanolico, foram utilizados 100 g de material botanico seco e
triturado (folhas), a extracdo foi promovida atraves do soxhlet, que acoplado a um condensador e
um baldo de fundo redondo recebeu 700 mL de etanol, e permaneceu sob extra¢ao durante 8 horas
ou até a percepc¢do de saturacdo do material botanico, com temperatura aproximada de 78°C.

O solvente do extrato foi evaporado no mesmo sistema utilizado para realiza¢ao da extracéo
até a recuperacdo de aproximadamente 400 mL de etanol, e o extrato posteriormente transferido
para uma placa de petri que permaneceu em estufa com fluxo de ar forcado (a 45 °C) para
evaporacéo total do etanol, foram realizadas oito extragdes para obtencéo de extrato.

43 REAGENTES, SOLVENTES E EQUIPAMENTOS

Para a realizacédo das Colunas Cromatograficas (CC) foram utilizados como fase movel os
solventes hexano, acetato de etila e metanol grau ACS da marca TEDIA e como fase estacionéria,
silica gel, 60-200um da marca Silicycle.

Para as analises cromatograficas utilizou-se um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE) Shimadzu, constituido por uma bomba quaternaria modelo LC-20AT. Degaseificador de
membranas DGU-20A, Detector de Arranjos de Diodo (DAD), modelo SPD-M20A, auto injetor
de amostras SIL-20A, interface de comunicacdo CBM-20A acoplado a um microcomputador
Pentium IV com software de integracdo LC Solution, utilizou-se uma coluna Gemini C18 da marca
Phenomenex (4,60 x 250mm; 5um), agua ultrapura e acetonitrila grau HPLC da marca TEDIA.

Em Cromatografia em Camada Delgada (CCD) utilizou-se um aparelho semiautomatico
da CAMAG controlado pelo software winCATS, as placas cromatograficas de silica gel F-254 da
marca MERCK (20x10 cm) e derivatizadores Dragendorff, Vanilina Sulfurica Acida (VAS),
Difenilboriloxietilamina/Polietilenoglicol (NP-PEG) e Hidroxido de Potassio (KOH).



44 ESTUDO FITOQUIMICO
4.4.1 Preparacdo das amostras

As amostras foram preparadas de acordo com a finalidade experimental. Para as analises
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas foi realizada a remocéo de
interferentes apolares da amostra atraves de clean up em extragdo de fase sélida (SPE). Em

seguida, as amostras foram filtradas e, por fim, transferidas para seus respectivos vials.

4.4.2 Fracionamento do extrato bruto

No processo de separacdo dos componentes do extrato e fracBes por cromatografia em
coluna, foram utilizadas colunas cromatograficas de vidro, estas selecionadas de acordo com a
quantidade de material a ser adsorvido, com fase estacionéria de silica-gel 60 de granulometria
70-230 Mesh (0,063-0,20 mm) da Maherey-Nagel®. Para o fracionamento usou-se hexano,

acetato de etila e metanol para a eluicdo, conforme a Figura 4.



Figura 4: Fluxograma das etapas de fracionamento do extrato bruto.
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Fonte: Autora

4.4.3 Analise dos metabolitos secundérios através da cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas (LC-MYS)

As amostras foram injetadas via LC-MS, em um modelo Xevo G2-XS QToF (Waters®)
de configuracdo ESI-QToF. O tempo de aquisicdo de dados foi de 1 minuto por infusdo direta.
Para 0 método via LC-MS, aliquotas de 1 mg do extrato apds tratamento por SPE, foram
ressuspendidas e solubilizadas em H,O/ACN (2:8) na concentracdo final de 100ug.mL™, em
seguida as solugdes foram filtradas e injetadas via UPLC com uso de método gradiente de 5 a 95%
de ACN em 20 minutos com fluxo de 0,3mL/min em coluna BEH C18 (1.7 pum, 2.1 mm X 50
mm). Os espectros foram adquiridos no modo positivo e negativo na faixa de 50 - 1200 Da. As
configuracdes do sistema operacional foram: Tensdo do capilar: 3kV; Tensdo do cone: 40V;
Temperatura da fonte: 120 °C; Temperatura de dessolvatacdo: 500 °C; Fluxo do gas de

dessolvatacdo: 600 L/h; Fluxo de gas no cone: 30 L/h.

4.4.4 Caracterizacdo quimica do extrato através das técnicas de CLAE-DAD
Para o tratamento de extracdo de fase solida (SPE), uma aliquota de 5 mg do extrato foi
solubilizada em 800 pL de acetonitrila e submetida em banho ultrassonico por 1 minuto, em

seguida foram adicionados 200 pL de &gua ultrapura e estabelecida uma concentragdo solucéo



final H,O:ACN 2:8 v/v, permanecendo no banho ultrassénico pelo mesmo tempo.
Concomitantemente, foi realizado o condicionamento do cartucho C18 (SPE) contendo 50 mg de
fase estacionaria, com um volume de 1 mL de solvente organico Acetonitrila (ACN) e um volume
de 1 mL de &gua ultrapura.

Apds condicionamento do cartucho, as amostras foram inoculadas, realizando o tratamento
por SPE e posteriormente evaporadas para obtencdo do peso. Apos evaporacdo da solucao
resultante, a massa foi pesada e ressuspendida em 1 mL de uma solugdo composta por H.O:ACN
2:8 vlv, filtradas e injetadas em HPLC a uma concentracédo final de 5 mg/mL para o extrato total,
e 1 mg/mL para as fracdes. Em seguida, o extrato resultante foi analisado qualitativamente em
HPLC-DAD. Como fase movel utilizou-se um sistema em modo gradiente composto por agua (A)
e acetonitrila (B) indo de 5 a 100% de B em 60 min, em varredura de comprimento de onda de 200

a 400 pm sob vazéo de 1 mL/min.

4.4.4 Analise do extrato e fracdes através de CCDC (Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa)

Aliquotas da amostra foram aplicadas em placas de silica gel em bandas de 7 mm de
largura, com 13 mm de distancia entre elas. As placas foram eluidas em uma cuba cromatogréfica
de vidro utilizando como fase movel uma mistura contendo por Hex: AcOEt, na proporcao de 35:65
v/v. Apds este processo, as placas foram derivatizadas com NP-PEG, KOH, VAS e Dragendorff e
em seguida avaliadas, sendo que as duas primeiras foram avaliadas sob a luz ultravioleta 366 nm

e as duas ultimas sob luz visivel, posteriormente foram fotografadas e armazenadas.

4.4.5 Analise dos Cromatogramas obtidos através Cromatografia Liquida acoplada a
espectrometria de massas LC-MS

Os cromatogramas da analise de full scan, foram obtidos via LC-MS para o extrato
etanolico das folhas de Justicia secunda no modo [M + H]* e [M — H]". Foi preparada um quadro
constando os dados de formula estrutural, massa protonada e desprotonada para substancias ja
isoladas ou identificadas de plantas da mesma familia, género e da especie estudada. Apds
comparacgdo dos ions presentes no cromatograma do extrato com os dados compilados no quadro,
os ions ndo identificados foram comparados por anotagdo em busca nas bases de dados METLIN,
MONA, TMIC E isoMETLIN.



4.5 ENSAIOS FARMACOLOGICOS IN VITRO

O extrato etanolico de Justicia secunda obtido segundo protocolo operacional padrdo do
Laboratdrio de Cromatografia Liquida (LABCROL), foi encaminhado & Universidade Federal da
Paraiba, aos cuidados do Prof. Dr. Isaac Almeida de Medeiros, para realizacdo dos ensaios
cardiovasculares in vitro, aprovado pelo comité de ética sob o protocolo de numero (CEUA
6944201119).

4.5.1 Animais

Para a realizacdo dos protocolos experimentais (in vitro) foram utilizados ratos albinos
Wistar (Rattus norvegicus), pesando entre 150 - 300 g com dois a trés meses, obtidos do biotério
Prof. Thomas George do Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais do Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica - Delby Fernandes de Medeiros. Os animais foram mantidos sob condigcfes
constantes de temperatura (21 +/- 1°c) e ciclo claro escuro de 12 horas (6:00 as 18:00 horas), tendo
livre acesso a alimentacdo e agua. Todos os experimentos desenvolvidos neste estudo foram

submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa Animal.

4.5.2 Substancia teste

Para a realizacdo dos protocolos experimentais in vitro, imediatamente antes dos
experimentos, o extrato foi solubilizado em cremofor na proporcédo de 1:1 e diluido em agua
destilada para a concentragdo de 10 M; ou em soluco salina (0,9%) para a concentracgéo de 20

mg/ml.

4.5.3 Drogas utilizadas

Durante a realizacao dos experimentos foram utilizadas as seguintes substancias: cloridrato
de acetilcolina (ACh); cloridrato de fenilefrina (FEN); todos obtidos da Sigma-Aldrich (EUA) e
dissolvidas em agua destilada e cremofor.

4.5.4 Solucdes

No protocolo in vitro foram utilizadas solucgdes nutritivas (pH = 7,4) aeradas com mistura
carbogénica (95% de O2 e 5% de CO.) e mantidas a 37° C. Na preparacdo das solugdes foram
utilizados os seguintes sais: cloreto de sddio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio

(CaCly), cloreto de magnesio (MgCly), fosfato de sodio (NaH2POa), bicarbonato de sddio



(NaHCO:3) e glicose (CeH1206) (SIGMA), cuja composi¢do em milimolar (mM) é descrita no
Quadro 3.

Quadro 3: Composicéao da solugdo de Tyrode (pH = 7,4)

Substéncia | Concentragdo (mM)
NaCl 158,3
KCI 4,0
CaCl, 2,0
MgCl, 1,05
NaHCO3 10,0
NaH2PO4 0,42
Glicose 5,6

455 Preparacdes de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

Os ratos foram eutanasiados em seguida realizada uma incisdo no abdémen do animal e
artéria mesentérica cranial identificada, apos identificacdo foi extraida e imediatamente transferida
para a solucdo de Tyrode, onde o vaso foi dissecado e seccionado em anéis (1 - 2 mm de
comprimento). Os anéis tiveram o endotélio removido por atrito mecénico entre as paredes internas
do vaso e uma haste de metal. Cada anel foi imerso em cubas contendo solucéo de Tyrode, a 37°
C, gaseificada com uma mistura de 95% de Oz e 5% de CO: (carbogénio), para manter o pH
relativamente constante entre 7,2 e 7,4. Em seguida, os anéis foram suspensos verticalmente por
linhas de algodao fixadas a um transdutor de forca (DATAQ®, 2008, Insight, Brasil) e submetidos
a tensdo basal de aproximadamente 0,75 g, durante 60 minutos para estabilizacdo. Durante este
periodo a solucdo do banho foi trocada a cada 15 minutos, para prevenir a interferéncia de
metabdlitos e a linha de base ajustada quando necessario (ALTURA; ALTURA, 1970). Mudancas
na tensdo isométrica foram captadas pelo sistema de aquisicdo (WinDag/XL, DI 148-U, Insight,
Brasil).

4.5.6 Verificacdo da presenca de endotélio funcional

A presenca de endotélio funcional foi verificada pelo relaxamento dos anéis pré-contraidos
com fenilefrina (FEN,10 uM) ap6s adicdo de 10 puM de acetilcolina (ACh). Os anéis com
relaxamento superior a 80% sobre a pré-contracdo com FEN foram considerados com endotélio
funcional (E+). Ja os anéis com relaxamento inferior a 10%, foram considerados sem endotélio
funcional (E-) (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980). Para esse estudo foram utilizados apenas

anéis sem endotélio funcional. Os demais foram descartados.



4.5.7 Avaliacéo da atividade vasorrelaxante do extrato sobre tecido vascular.

O protocolo de avaliacdo da tolerancia induzida pelo extrato foi realizado de acordo com
Daiber e colaboradores (2004). Ap6s um periodo de estabilizacdo de 60 minutos e posterior
verificacdo do endotélio funcional (10 uM ou 100 uM), o extrato foi adicionado ao banho e
incubado por 30 minutos. Apds este periodo os anéis foram lavados e submetidos a um segundo
periodo de estabilizacdo, semelhante ao anterior. Em seguida, induziu-se uma contracdo com FEN
(10 pM) e concentracgdes crescentes do extrato foram aplicadas de maneira cumulativa para a
obtengdo de uma curva concentracdo-resposta. O relaxamento foi expresso como percentagem
reversa da contracdo induzida pela FEN, os testes foram realizados em duplo.

O relaxamento induzido pelo extrato, em anéis pré-incubados foram comparados com o
relaxamento dos anéis que ndo sofreram exposicdo prévia ao extrato. Em outro grupo, os anéis
foram incubados apenas com uma solucdo de agua e acetonitrila (10 uM ou 100 uM) ¢ 0 mesmo
veiculo foi administrado cumulativamente nas mesmas doses utilizadas do extrato (10 a 10 M)

apos a contracdo com FEN (Grupo controle).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Testes extrativos para escolha do extrato

De acordo com a revisdo da literatura, estudos farmacoldgicos sobre a espécie Justicia
secunda, sdo bem descritos, com a utilizagdo de métodos de extragdo como, decoccgao, infusdo,
maceracdo entre outros, com diversos solventes, mas principalmente com o solvente agua
(MANDA, 2011) e metanol (ONOJA et al., 2016).

Apos a evaporacao total, o extrato etandlico por maceracgdo foi pesado e obteve-se 34 g de
extrato, que representa 2,61% do material vegetal inicial seco, 0 que pode ser considerado um
rendimento baixo, razdo pela qual foi necessario otimizar o método de extracao, logo, foram

realizados novos testes de extracdo conforme Tabela 1.

Tabela 1: Rendimento dos Extratos.

Volume 3
Massa Extrato pos- )
) (Solvente) Rendimento (%)
(material seco) SPE
2 bateladas

500 mg 8 mL Etanol maceracéo 7mg 1,4

500 mg 8 mL de Agua 76 mg 15,2

500 mg 8 mL de Metanol 40 mg 8,0

500 mg* Etanol Soxhlet 49,30 mg 9,0

Nota: *Extrato e Rendimento%, encontrados de acordo com o calculo de estimativa.
Fonte: A autora.

Os solventes foram escolhidos de acordo com o preconizado na Farmacopeia Brasileira -
52 edicdo, que recomenda a agua e o etanol como solventes de escolha para extratos, e na hipétese
da escolha do solvente metanol, teria que ser realizado o teste de determinacdo de Metanol que
ndo deve ultrapassar mais que 0,05% (v/v) de metanol para extratos fluidos.

Os extratos, aquoso e metandlico apresentaram um rendimento esperado de acordo com o
descrito na literatura, que esta em torno de 10% do rendimento para extratos relatados no mesmo
género, e por apresentarem estudos em relacdo a suas atividades farmacoldgicas optou-se por
trabalhar e investigar o extrato etandlico (KOFFI et al., 2013; ONOJA et al., 2016). O extrato de
escolha foi o etandlico por Soxhlet, onde se obteve o rendimento de 9,8615g a partir do extrato
seco, cerca de 9% de rendimento do material botanico inicial, pois a que comparado a outros
extratos realizados no mesmo género pode ser considerado um rendimento satisfatorio.

Foram realizadas sucessivas extragdes, no intuito de adquirir extrato suficiente para testes

farmacoldgicos e estudo fitoquimico.



5.2 Fracionamento do Extrato etandlico das folhas de Justicia secunda. (EEFJsp)

De posse do extrato etanolico, realizou-se, inicialmente, um teste de separacdo em uma
coluna cromatografica por via umida (CCVU) com 1 grama de extrato adsorvido em silica gel,
utilizando como fase mdével uma mistura de solventes em grau crescente de polaridade
Hex:AcOEt:MeOH. Esta coluna resultou em 7 fragdes, denominadas da seguinte forma: Fr-1
(Hex:AcOEt 10%), Fr-2 (Hex:AcOEt 30%), Fr-3 (Hex:AcOEt 50%), Fr-4 (AcOEt), Fr-5
(AcOEt:MeOH 20%), Fr-6 (MeOH) e Fr-7 (MeOH 2 VOL) como ilustra a Figura 5.

Figura 5: Fracdes do Extrato.

Fonte: Autora.

Porém quando reproduzido para uma escala maior, com 30 g de extrato, ndo houve
separacdo com éxito, que pode ter provocado o alargamento de banda, ocorrida por diversos fatores
e processos como difusdo de Eddy (CASS e DEGANI, 2001), temperatura que exerce efeito sobre
a viscosidade da fase movel e consequentemente sobre a retencdo, seletividade e eficiéncia da
coluna (MUHLEN e LANCAS, 2004). Apds sucessivos fracionamentos, a quantidade ideal de
material botanico, silica gel e constituicdo de fase movel foram encontradas, e 0 método de
fracionamento foi reprodutivel com 5 gramas de extrato.

Apos o fracionamento de 5 gramas de extrato, a recuperacdo para a somatéria das fracdes
da coluna foi de 4,6785g (93,5%).

5.3 ANALISE DO PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO E FRAC}()ES DE
Justicia secunda ATRAVES DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
COM DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS (CLAE-DAD)

Os resultados cromatograficos referentes ao extrato, foram comparados aos de outras

espécies vegetais que utilizaram a mesma técnica de caracterizacao fitoquimica (Figura 6).



Figura 6: Cromatograma extrato etanélico das folhas de Justicia secunda.
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Inicialmente a amostra foi devidamente tratada por SPE, como mostrado anteriormente no
item 4.2.3, para retirada de qualquer interferente, e as condi¢des cromatogréficas adequadas, para
fase movel foi utilizada uma mistura binaria de agua e acetonitrila, que iniciou com 5% de
acetonitrila até a concentracdo de 100%, com uma coluna Gemini C18, com fluxo de 1mL/min, o
tempo de aquisi¢do dos dados foi de 60 min, com varredura de 200 a 400 nm.

O cromatograma obtido foi a partir de uma concentragéo de 5 mg/mL, com absorbancias
na faixa de 254 nm, 291nm e 203 nm com substancias de diversas polaridades distintas que de
acordo com sua faixa de absorbancia, podem ser comparadas com as classes que possuem a mesma
caracteristica na literatura, como na faixa de 240 a 285 nm, absorcGes caracteristicas de
flavonoides encontrados no género (KOFFI et al., 2013); 291 nm, que sugere a presenca de
alcaloides encontrados na espécie estudada (THEILER et al., 2014).); e 203 nm, que sugere a
presenca de terpenos com absor¢do maxima de UV entre 200 e 215 nm (JIANG et al, 2016).

Cada uma das fracBes resultantes do extrato etandlico foi injetada em CLAE-DAD
utilizando-se as mesmas condi¢cdes cromatograficas para comparagdo com aquele extrato. Os

cromatogramas das fragOes sdo apresentados abaixo, na sequéncia de polaridade das mesmas.



A figura 7 apresenta absor¢Ges com tempo de retencao entre 35- 60 minutos, que eluiram
no final do cromatograma, no tempo de retencdo de aproximadamente 47 minutos o pico com

maior intensidade de absorcao é evidenciado.

Figura 7: Cromatograma da fragdo Hexano- Acetato 30% (FR2) do extrato etanolico das folhas
de Justicia secunda.
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Na figura 8, diferente da fragdo anterior, a eluicdo dos compostos inicia em
aproximadamente 15 minutos, mesmo em absorcdes baixas podendo observados até 55 minutos,
com um pico majoritario em torno de 34 minutos bem absorvido no comprimento de onda de
(254nm).

Figura 8: Cromatograma da fracdo Hexano- Acetato 50% (FR3) do extrato etandlico das folhas
de Justicia secunda.
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Na figura 9, nota-se relativa abundancia de substancias absorvidas, com substancias que
eluem em torno de 4-60 minutos, com caracteristicas de média polaridade, com destaque um
composto majoritario que absorve mais que as outras substancias no tempo de retencdo em
aproximadamente 35 minutos em um comprimento de onda (254nm), pode-se inferir que também
foi identificada na fracdo anterior com 0 mesmo tempo de retencdo, ja que as anélises partem de

uma mesma matriz amostral e foram analisadas nas mesmas condi¢des cromatograficas.

Figura 9: Cromatograma da fracdo Acetato 100% (FR4) do extrato etandlico das folhas de Justicia
secunda.
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Na figura 10, no cromatograma pode-se observar uma gama de substancias absorvidas em
diferentes tempos de retencdo, estes compostos absorvidos sdo de grande maioria de alta
polaridade, com inicio de eluicdo de 3-35 minutos, com um pico majoritario mais intenso

absorvido em 9 minutos, no comprimento de onda (291nm).

Figura 10: Cromatograma da fracdo Acetato-Metanol 20% (FR5) do extrato etandlico das folhas

de Justicia secunda.
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Na figura 11, o cromatograma apresenta compostos de alta a média polaridade com inicio
da eluicdo de 3-35 minutos, similar ao cromatograma anterior, porém com pouca resolutividade,

alargamento de banda, diminuigéo de intensidade dos picos e elevacao do pico base.

Figura 11: Cromatograma da fracdo Metanol 100% (FR6) do extrato etanolico das folhas de
Justicia secunda.

100 IChI-29Inm,4nm (1.00)
ICh2-254nm,4nm (1.00)

5

Fonte: Autora



Na figura 12, sdo observadas no cromatograma substancias em sua grande maioria com

caracteristicas de alta polaridade, eluindo no inicio da corrida cromatografica.

Figura 12: Cromatograma da fracdo Metanol 100% 2° volume (FR7) do extrato etandlico das
folhas de Justicia secunda.
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A deteccéo eficiente e a caracterizacao rapida de produtos naturais desempenham um papel
importante como suporte analitico no trabalho dos fitoquimicos, uma vez que extratos vegetais séo
geralmente misturas muito complexas contendo centenas ou mesmo milhares de constituintes
diferentes (HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991).

A natureza do problema de separacdo varia consideravelmente, desde o isolamento de
pequenas quantidades para determinacao estrutural, até o isolamento de quantidades muito maiores
para testes biologicos abrangentes ou mesmo a producdo de agentes terapéuticos.
Na cromatografia liquida, as fases estacionaria e mdvel sdo de primordial importancia porque a
separacao ocorre por meio da distribuicdo seletiva de componentes entre essas duas fases. Uma
fase mdvel consistindo em um Unico eluente pode ndo ser suficiente para separar e eluir cada
composto de um determinado produto natural, especialmente se a mistura de eluicdo incluir
compostos com polaridades diferentes, como exemplificado nos cromatogramas acima (SOARES,
SCARMINIO e BRUNS, 2011).

A estratégia utilizada com o objetivo de separar metabdlitos do extrato na fase movel, séo
rotineiramente aplicadas a cromatografia em coluna classica, que utilizando trés solventes,

podendo ser utilizados solventes puros, misturas binarias e até mesmo ternarias, e essas solugdes


https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/003194229183425K#!
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https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/liquid-chromatography
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https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/elution
https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/polarity

de eluicdo passem através da coluna em ordem crescente de polaridade, este é o procedimento
quimico classico de fracionamento cromatografico (HOUGHTON e RAMAN, 2012).

54 PROSPECC}AO FITOQUIMICA DAS CLASSES DE SUBSTANCIAS PRESENTES
NAS FRAQC)ES F3 E F4 DO EXTRATO ETANOLICO DE Justicia seunda.

A partir da analise qualitativa das fracdes através de Cromatografia Liquida de alta
eficiéncia, foi observada que a fracdo Hexano-Acetato de Etila 50% (FR3), aparentemente
apresentava menor complexidade de diversidade metabolica, sendo a primeira fragdo escolhida
para isolamento através do método de cromatografia de fase reversa, porém, apds o tratamento por
SPE, o rendimento diminuiu consideravelmente. Logo, optou-se pelo isolamento pelo método em
coluna por via imida com solventes de fase normal, para isto, as duas fracbes FR3 e FR4, foram
comparadas por cromatografia em camada delgada para obtencdo de um sistema de eluigdo
eficiente, apds a qual foram reveladas com o auxilio de derivatizadores.

A partir da analise realizada com derivatizadores, as fracbes foram testadas para as
seguintes classes de substancias: flavonoides, alcaloides, cumarinas e terpenos nas frages.

Ao utilizar o Dragendorff, ocorre uma reacdo colorimétrica visivel, imediatamente apds o
contato com o reagente, produzindo assim uma coloracdo amarela ou amarronzada que pode ser
observada a luz visivel (WAGNER e BLADT, 2001).



Figura 13: Cromatografia em Camada delgada das Fracdes Hexano- Acetato de Etila 50% (FR3)
e Acetato de Etila 100% (FR4), reveladas com Dragendorff, com leitura na luz visivel (Branca).
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Fonte: Autora

Observa-se que houve reacdo somente para a fracdo FR4, com fator de retencao
aproximado entre 0,2 e 0,3. Que corrobora com outros estudos realizados para a espécie, que
identificaram qualitativamente a presenca de alcaldides (KONE et al., 2012; ANYASOR,
OKANLAWAN e OGUNBIKI, 2019), como por exemplo, o isolamento de trés alcaloides
derivados da pirrolidona denominados secundarellona A, B e C (THEILER et al., 2014).

A reacédo de Vanilina Sulfurica Acida (VAS) com grupos cromoforos caracteristicos de
terpenos gera uma reacdo colorimétrica azul/roxa (WAGNER e BLADT, 2001).



Figura 14: Cromatografia em Camada delgada das Frages Hexano- Acetato de Etila 50% (FR3)

e Acetato de Etila 100% (FR4), reveladas com VAS e visualizada na luz visivel.
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Fonte: Autora

Tais modificagdes na coloracdo foram observadas para a aplicacdo das fragcoes FR3 e FRA4.
Estudos fitoquimicos realizados nos galhos, através de testes qualitativos para a mesma espécie,
corroboram com nossos achados (MORA e PESANTES 2017). Porém, ndo hé relatos de terpenos
isolados desta espécie até 0 momento (AYODELE, 2020).

O revelador Hidréxido de Potéassio (KOH) sdo caracteristicos para substancias
cumarinicas, pode-se observar que nas duas fracfes aparecem bandas brancas proximo ao rf de 0,6
que sugerem sua presenca. Estudos corroboram com achados de testes fitoquimicos qualitativos
que atestam a presenca de substancias desta classe nos galhos da espécie. No entanto, ndo ha
relatos de substancias isoladas para a espécie Justicia secunda (MORA e PESANTES, 2017).



Figura 15: Cromatografia em Camada delgada das Frages Hexano- Acetato de Etila 50% (FR3)
e Acetato de Etila 100% (FR4), reveladas com KOH e visualizados no comprimento de onda de
366nm.

Fonte: Autora

Outro reagente capaz de intensificar a fluorescéncia de cumarinas é o NP-PEG, gerando
uma coloracgéo azul ou verde, para flavonoides a reacdo dependera do seu tipo estrutural, podendo
resultar em amarelo, verde ou azul fluorescentes no ultravioleta a 365nm (WAGNER e BLADT,
2001). Observa-se que houve reagdo colorimétrica azul para a fracéo F4.



Figura 16: Cromatografia em Camada delgada das Frages Hexano- Acetato de Etila 50% (FR3)
e Acetato de Etila 100% (FR4), reveladas com NP-PEG e visualizados no comprimento de onda
366nm.

Fonte: Autora

Apos testes de eluigdo com diferentes sistemas em cromatografia em camada delgada, foi
realizada uma coluna filtrante classica, com intuito de fracionar a fracdo hexano-acetato 50%, e o

sistema que melhor separou a bandas cromatograficas foi 0 Hexano-Acetato 35%.

Figura 17: Cromatografia em Camada delgada das fragfes provenientes do fracionamento de FR3,
visualizadas na luz visivel (Branca).
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O fracionamento foi realizado com 331 mg da fracdo FR3, resultando em 44 fracOes. As
subfracdes semelhantes foram reunidas, e as subfracdes de 11-44 passaram por um novo
fracionamento, as fracdes 21-25 apresentaram formacéo de cristal, e foram reunidas. De acordo

com o esquema abaixo.



Figura 18: Fluxograma do fracionamento da fragdo Hexano-Acetato 50%.
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5.5 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES POR LC-MS

Abaixo, nas figuras 19 e 20 sdo apresentados os cromatogramas referentes as analises do
extrato etandlico das folhas de Justicia secunda via CLAE-ESI-EM no modo full scan, nos dois

modos de ionizacéo, positivo [M + H]" e negativo [M - H]".

Figura 19: Cromatograma de ions totais do Extrato etandlico das folhas de Justicia secunda via
CLAE-ESI-MS no modo positivo [M + H]".
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Figura 20: Cromatograma de ions totais do Extrato etandlico das folhas de Justicia secunda via
CLAE-ESI-MS no modo negativo [M - H].
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Conforme pode-se observar nas figuras 19 e 20, os cromatogramas da analise via CLAE-
ESI-EM apresentaram dois perfis distintos de ionizacdo, destacando-se a configuracdo no modo
positivo, pois houve melhor ionizacdo dos compostos; ja no modo negativo, houve predominancia
da ionizagdo dos compostos “contaminantes” sobre as substdncias da amostra que podem ser
advindos de plasticos, sabdo entre outros.

De acordo com o exposto acima, no modo de ionizagdo negativa, 0s contaminantes ionizam
intensamente sobrepondo e suprimindo as substancias da amostra em questao. Deste modo, optou-
se em estudar e caracterizar os metabolitos presentes no extrato no modo de ionizagédo positiva [M
+ H]".

Dentre os ions detectados no extrato, fez-se a caracterizacdo através das massas de alta

resolucéo calculadas [M + H]"ca e observadas experimentalmente [M + H]".

Quadro 04: Dados dos constituintes quimicos caracterizados por comparacdo dos dados das
analises do extrato etandlico de Justicia secunda (CLAE-ESI-MS) com as bases de dados
espectrométricos.

Pico Formula Tempo 96 Mgs_sa Mgssa Erro Nome da Substancia
Molecular Retencéo Teorica Experimental PPM
1 CsH12NO; 0,455 min 118,0868 118,0868 0 Betaina
2 C12H15NOs 0,488min 2541028 254,1037 3,54 Secundarellona A
3 Ci15H1006 0,496 min 287,0556 287,0569 0,49 Luteolina
4 C12H1sNOs 1,341min 254,1028 254,1019 -3,54 Secundarellona A
5 Ci15H1006 2,526 min 287,0556 287,0564 2,78 Luteolina
6 Ca26H28014 2,708 min 565,1557 565,1564 1,23 Justicialosideo A
7 C15H1006 2,831 min 287,0556 287,0562 2,09 Luteolina
8 C26H28014 2,960 min 565,1557 565,1554 -0,53 Justicialosideo A
kaempferol 3-0-B-d-
9 CarHz001s 2,960 min | 595,1653 595,1663 1,68 glucosil-6 - o-I-
ramnopiranosideo
10 Co7H30014 3,048 min 579,1714 579,1728 2,41 Justicialoside B
11 Ci15H1006 3,142 min 287,0556 287,0565 3,13 Luteolina
12 Co6H28014 3,179 min 565,1557 565,1563 1,06 Justicialoside A
13 C27H30014 3,239 min 579,1714 579,1713 -0,17 Kaempferitrim
14 C27H30014 3,239 min 579,1714 579,1716 0,34 Justicialosideo B
15 | CisHuN,O | 3308min | 2350871 235,0870 0,42 | SHOH Quindofinona-




16 | CiHuN:O | 4,667min | 249,1028 249,1034 240 | Miyethoxi-10H-
Quindolina
. 10H- Quindolina ou
17 C15H10N2 4,746 min 219,0922 219,0930 3,65 6H-Quinind0|ina
. 10H- Quindolina ou
18 CisH1oN? 5,529min 219,0922 219,0930 3,65 6H-Quinindolina

Fonte: Autora.

Para a substancia de nimero 1 foi identificado um ion de massa [M + H]exp (118,0868
m/z), no extrato de Justicia secunda, sendo eluido no tempo de 0,445 min, possuindo alta
hidrofilicidade. Em comparacdo com outros estudos, observou-se que sua massa de alta resolucao
é semelhante a glicina betaina que possui massa [M + H]1e0 (118,0868 m/z) e formula molecular
(CsH12NO2) o calculo de seu erro foi em ppm=0. A trimetil glicina (glicina betaina, licina ou
oxineurina), € um de amonio quaternario, descoberto no século XIX no suco da beterraba,
totalmente solGvel em dgua e em metanol (RIVOIRA et al., 2017).

De acordo com estudos desenvolvidos por Macrae e Towers (1984), este composto foi
isolado e identificado em extrato etandlico de Justicia pectoralis que pertence ao mesmo género
da planta abordada neste trabalho, estes pesquisadores, observaram em seus testes farmacoldgicos
que fracdes contendo betaina sdo responsaveis pela inducdo de contracdo muscular.

Dentre os diferentes papéis bem documentados da betaina, os seguintes sdo 0s mais
relevantes, como osmdlito organico que realiza o contra balanceamento em desequilibrios em
estado de estresse osmético em organismos vivos; doador de metila para a remetilagdo de
homocisteina que participa de uma via metabdlica para biossintese de moléculas essenciais
(metionina); protetor contra lesdo hepética induzida por alcool e biologicamente importante no
desenvolvimento do cancer (CRAIG, 2004; ZEISE, 2007).

Figura 21: Desenho molecular da possivel substancia Trimetil glicina.
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As substancias de nimero 2 e 4, foram identificadas através da observacao de ions de massa
[M + H] exp (254,1037 m/z, Tr: 0,488min ) e (254,1019 m/z, Tr: 1,341 min ), as duas substancias


https://www.guidechem.com/dictionary_keys_C15H10N2_f-p1.html

possuem aproximadamente a mesma massa, porém com tempos de retencdo diferentes, este fato
pode acontecer quando ha ocorréncia de isbmeros na mesma amostra, sendo necessario realizar o
experimento de fragmentacéo para diferencia-los (PENNA E CORREA, 2020).

Em comparagdo com trabalho de Theiler e colaboradores (2014), em que foi realizado o
isolamento e elucidagdo estrutural de trés novas amidas ciclicas de Justicia secunda, e identificada
a substancia secundarellona A, com férmula molecular (C12H1sNOs), que é derivada da
pirrolidona. A massa de alta resolu¢cdo comparada com a observada neste estudo apresentou erro
em ppm igual a 3,54 para a substancia 2, e de -3,54 ppm para a substancia 4.

A secundarellona A é um isémero de posi¢do, podendo exibir dois tipos de configuracéo,
apresentando a conformacdo com a hidroxila na ramificacdo R1 ou Rz (THEILER et al., 2014).

Para as Substancias 17 (219,0930 m/z, Tr: 4,746 min) e 18 (219,0930 m/z, Tr: 5,529 min),
que possuem a mesma massa de alta resolucdo, porém com tempos de retencdo distintos,
possivelmente podendo ser isomeros de posi¢cdo. Em comparacdo com dados da literatura, a massa
de alta resolucéo da substancia é semelhante a 10H-quindolina produzida sinteticamente, e ou 6H-
Quinindolina que possuem formula molecular (CisH10N2) com erro em ppm=3,65 para as duas
substancias.

A 10H-quindolina, é um alcaldide indoloquinolina, e foi sintetizado pela primeira vez por
Gellert, Raymind-Hamed e Schlitter (1951). Em 1978, Dwuma-Badu e colaboradores (1978),
relataram o seu isolamento em raizes de Cryptolepis sanguinolenta (PAULO, GOMES e
HOUGHTON, 1995), e posteriormente em 2004 isolado em Justicia betonica (SUBBARAJU et
al., 2004).

A 6H-Quinindolina é um alcaldide sintético, descrito por (OBERKOBUBUSH, 1953;
MARSALI, 1989), posteriormente isolado em Justicia betonica (SUBBARAJU et al., 2004). De
uma forma geral a quindolina mostrou significativa atividade contra Candida albicans, e
Cryptococcus neoformans, atividade antiparasitaria, antimalérica contra Plasmmodium falciparum
K1, Trypanossoma cruzi sendo mais ativa contra a forma epimastigota e mostrou ser citotdxico,
antiproliferativo e atividade antitumoral contra diferentes linhagens celulares (cancer de ovario,
carcinoma epidermadide de boca), reducao dependente da dose do aumento da pressdo induzida por
fenilefrina em ratos, ndo exibindo atividade antifingica e de agregacao plaquetaria (MENDEZ,
BRACCA e KAUFMAN, 2018).

A substancia 15 identificada no modo [M + H]"exp, com massa (235,0870 m/z, Tr: 3,308
min), e a substancia 16 identificada no modo [M + H]*exp com massa (249,1034 m/z, Tr: 4,667)

em comparacao com achados na literatura, a massa de alta resolucao sugere que a substancia 15



possa ser 5H,6H- Quindolinona, que possui formula molecular (C1sH10N20), e a substancia 16
sugere que seja a 11-metoxi-10H-Quindolina, as duas substancias ja possuem dados relatados e
foram isoladas a partir de Cryptolepis sanguinolenta (CHAVES et al., 2017) e Justicia betonica
(SUBBARAJU et al., 2004), com erro ppm=-0,42. Dados farmacoldgicos, destacam sua atividade
vasorrelaxante de aneis de artéria mesentérica com endotélio funcional e ap6s remocao do
endotélio (CHAVES et al., 2017). A maioria dos alcaldides inddlicos isolados apresentam diversas
atividades farmacoldgicas, sendo atualmente utilizados na medicina ou ainda em investigagcdo com
0 objetivo de desenvolver novos farmacos (NDAGIJIMANA et al., 2013). De modo abrangente,
Indoloquinolinas de ocorréncia natural sdo uma pequena familia de alcaléides, que foram isolados
principalmente de Cryptolepis sanguinolenta (Lind.) Schlechter, familia Asclepiadaceae, esses
alcaléides inddlicos tem efeito depressivo central moderado, acdo antiespasmdédica nao
competitiva fraca no intestino de camundongos e um efeito hipotensivo em ratos foram relatados
para a maioria dos compostos alcaldides (OZAKI, 1989). A maioria dessas propriedades é comum
a outras indoloquinolinas naturais, que diferem em poténcia e seletividade (THOBOKHOLT et
al., 2020).

Figura 22: Desenho molecular das possiveis substancias Secundarellona A, 10H Quindolina, 6H
Quinindolina, 5H, 6H Quindolinona-11-one e 11-Methoxi-quindolina.
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As substancias 3 com massa (287,0569 m/z, Tr: 0,496 min), 5 com massa (287,0564 m/z,
Tr: 2,526 min), 7 com massa (287,0562 m/z, Tr: 2,831 min) e 11 com massa (287,0565 m/z, Tr:
3,142 min), identificadas no modo [M + H]%exp, exibem massas aproximadas e com tempos de
retencdo diferentes, que de acordo com a literatura sugere a presenca de Luteolina de formula
molecular (C1sH100s), identificada e isolada no género Justicia (VERDAM, et al., 2015), e na
espécie Justicia secunda (KOFFI et al., 2013). Com sua estrutura central caracteristica de um
flavonoide, suas atividades farmacologicas sdo muito descritas na literatura, principalmente por
sua atividade antioxidante (KOFFI et al., 2013).

As substancias 6 com massa (565,1564 m/z, Tr: 2,708 min), 8 com massa (565,1554 m/z,
Tr: 2,960 min) e 12 com massa (565,1563 m/z, Tr: 3,179 min), porém com tempos de retencao
distintos, possivelmente podendo ser isdbmeros de posicdo. Em comparacdo com dados da
literatura, a massa de alta resolucdo da substancia € semelhante ao Justicialosideo A com férmula
molecular (C2H28014), identificado e isolado recentemente em Ruspolia hypocrateriformis
(\Vahl), que compartilham a mesma Familia das Acanthaceas (GUETCHUENG et al., 2019).

As substancias 10 com massa (579,1728 m/z, Tr: 3,048 min) e 14 com massa (579,1714)
m/z, Tr: 3,239 min), foram identificadas no modo [M + H]"exp, estes dados foram relacionados
com os achados de Guetchueng e colabores (2019) que descreve a descoberta de dois novos
glicosideos de flavonas, as massas encontradas se assemelham ao Justicialosideo B, identificado e

isolado em Ruspolia hypocrateriformis (Vahl).



Para a substancia de nimero 9 foi identificado um fon de massa [M + H]*exp (595,1663
m/z), no extrato de Justicia secunda, sendo eluido no tempo de 2,960 min. Em comparagdo com
outros estudos, observou-se que sua massa de alta resolucéo é semelhante ao kaempferol 3-0-p-d-
glucosil-6 " - a-I-ramnopiranosideo, que possui massa [M + H]"teo (595,1653 m/z) e férmula
molecular (C27H30015) 0 célculo de seu erro foi em ppm=1,68. De acordo com a literatura, é
relatado seu isolamento em Ginkgo biloba (MARKHAM, GEIGER e JAGGY, 1991), esta classe
¢ muito importante, pois muitos desses compostos possuem também importantes propriedades
farmacoldgicas, como: propriedades antitumoral, anti-inflamatoria, antiviral, antioxidante, dentre
outras (SANTOS e RODRIGUES, 2017).



Figura 23: Desenho molecular das possiveis substancias, Luteolina, Justicialosideo B,
Justicialosideo A e Kaempferol 3-O-B-glucosil(1-2)B-D-glucosideo.
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5.6 ATIVIDADE VASORRELAXANTE DO EXTRATO SOBRE TECIDO VASCULAR

O extrato promoveu vasorrelaxamento, dependente de concentracdo, em anéis de artéria
mesentérica superior isolados de rato pré-contraidos com FEN. Esta resposta foi observada, em

anéis sem endotélio e seu vasorrelaxamento foi dose dependente (200 mg/ml + 4%; 500 mg/ml +



10%; 1.000 mg/ml £ 15%; 1.500 mg/ml + 30%; 2.000 mg/ml £ 45%; 2.500 mg/ml = 75%; 2.800
mg/ml = 87%; 3.000 mg/ml £ 112%).

O vasorelaxamento produzido pelo extrato, em aneis de artéria mesentérica superior isolada
de rato sem endotélio, ndo parece ser mediado por fatores vasoativos liberados pelo endotélio
vascular, mas provavelmente devido a um efeito direto do extrato sobre o musculo liso arterial.
Estudos anteriores realizados por Manda e colaboradores (2011), no qual testaram extrato aquoso
em coelhos induzidos a hipertensdo com adrenalina, foi observado que o efeito hipotensivo do
extrato de Justicia secunda em dosagens crescentes de 22-55 mg/kg reduziu significativamente a
hipertensdo, sendo reversivel em baixas doses, porém em doses elevadas irreversivel, sugerindo
que o extrato aquoso exibe uma ac¢do antagonica tanto nos receptores Bl no coracdo, levando a
desestimulacédo das contragdes das fibras do miocardio, quanto nos receptores al localizados nos
vasos sanguineos. Assim como descrito por Abo e colaboradores (2016), que testou o extrato
aquoso de justicia secunda em coelhos normotensos, em doses crescentes de 1,25-75mg/kg
induziu a hipotensdo dose dependente, com 75mg/kg a hipotensdo induzida tornou-se irreversivel
e a partir 100 mg/kg levando a letalidade, considerando a participacdo do endotélio vascular que
secreta fatores para o vasolexamento arterial.

Como descrito anteriormente, o vasorrelaxamento promovido pelo extrato etandlico de
Justicia secunda é obtido independente do endotélio funcional, e seu mecanismo pode ser atribuido
diretamente as celulas musculares lisas. A contracdo das células musculares lisas é controlada pela
concentragéo de Ca?* intracelular, ocorre através do influxo desse fon pela membrana plasmatica
e por liberacdo de fontes internas, que por sua vez sofre influéncia direta das modificacdes elétricas
que ocorrem na membrana destas células. Tais modificagdes ou potenciais de membrana sdo
determinados pelo balango entre despolarizacdo e hiperpolarizacdo, decorrentes da atividade de
uma grande variedade de canais ibnicos presentes nesta membrana favorecendo, desta forma, a

contragdo ou o relaxamento, respectivamente (ANDRADE et al., 2016).



Figura 24: Curva Concentracdo-resposta para o efeito vasorelaxante induzido pelo extrato de (1
— 3000 mg/mL) em aneis (com endotélio ausente) de artéria mesentérica superior de ratos
normotensos, pré-contraidos com Fenilefrina (10 mM).
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Uma caracteristica particular das plantas medicinais € sua complexa composi¢éo quimica,
que incluem uma variedade de substancias quimicas, bioativas sobre diferentes alvos
farmacoldgicos. Alguns componentes deste complexo sdo responsaveis por efeitos especificos,
enquanto outros desenvolvem um papel adicional na resposta terapéutica. Porém, muitos efeitos e
propriedades terapéuticas sdo frequentemente atribuidas apenas ao fitocomplexo, de maneira que
guando separada, estas substancias demonstram uma perda de suas propriedades farmacoldgicas
(EHRMAN, BARLOW e HYLANDS, 2007).

Das possiveis substancias presentes no extrato etandlico de Justicia secunda que de acordo
com a literatura possuem a atividade vasorrelaxante descrita, é a classe das indoloquinolinas, que
sdo alcaloides, e tém sido alvo de estudos bioldgicos e quimicos, principalmente de sintese
(THOBOKHOLT et al., 2020).

Esses alcaldides promoveram significativo vasorrelaxamento em artéria mesentérica ratos
com endoélio funcional e apds sua remoc¢do. Porém, apds a remocdo do endotélio o efeito
vasorrelaxante foi alterado, pois o endotélio vascular secreta varias substancias biologicamente

ativas. Assim, a atividade vasorrelaxante das substancias testadas descritas na literatura, parece



envolver substancias derivadas do endotélio e atuam nas células musculares lisas, visto que em
preparacOes livres de endotélio foi possivel observar efeito relaxante (FERLIN et al., 2002;
CHAVES et al., 2013; CHAVES et al., 2017).



6 Conclusao

Através dos dados obtidas de anélises em HPLC-DAD e CCDC, foi possivel observar que
0 extrato etandlico de Justicia secunda possui uma matriz extremamente complexa.

As analises espectrométricas via modo positivo [M + H]* possibilitaram a deteccédo de 18
constituintes quimicos, que sugerem a presenca de trimetil glicina, uma classe de alcaloides
denominados indoquinolinas e compostos fendlicos, que de acordo com a literatura, foram
identificados na mesma familia da planta em questao.

O extrato promoveu um efeito vasorrelaxante que se mostrou independente do endotélio
funcional, corroborando dados descritos na literatura para substancias que possivelmente presentes

no extrato.
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