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RESUMO

A familia Acanthaceae apresenta cerca de 250 géneros e 2500 espécies. O género Justicia L.
apresenta cerca de 600 espécies, sendo que 157 destas podem ser encontradas no Brasil, dentre
elas a espécie Justicia paracambi. Essa espécie é endémica do Brasil, sendo encontrada
somente no municipio de Paracambi — RJ. A partir do levantamento bibliografico, obteve-se
que 93 substancias foram isoladas e identificadas em espécies do género Justicia L. até o
presente momento, mas destaca-se que ainda ndo foram realizados estudos fitoquimicos com a
espécie de estudo do presente trabalho. As substancias isoladas sdo classificadas como
cumarinas, triterpenoides, flavonoides, alcaloides ou lignanas, sendo essa ultima a classe com
maior quantidade de compostos. Metabolitos secundarios isolados e extratos de algumas
espécies apresentam atividade anti-inflamatoria, antilarvicida, anti-HIV tipo 1, entre outras.
Diante do exposto, esse trabalho tem como objetivo isolar e identificar os metabdlitos
secundarios presentes no extrato metandlico das folhas da espécie Justicia paracambi. A
separacdo das substancias ocorrera por meio de técnicas cromatograficas classicas e para
elucidacéo estrutural serdo aplicadas Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni (H e 13C) e
bidimensional (*H-tH-COSY, *H-HNOESY, HSQC e HMBC) e Espectrometria de Massas de
Alta Resolucdo (HRESI-MS). A coleta do material vegetal foi realizada no municipio de
Paracambi — RJ, mais especificamente no Parque Natural Municipal do Curio, pela professora

Denise Braz, do Departamento de Botanica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
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1 INTRODUCAO

O Brasil detém uma enorme flora e a maior floresta equatorial, tropical e Gmida da Terra,
a Floresta Amazonica. Por isso, a Quimica dos Produtos Naturais (QPN) é a area mais antiga
da Quimica Brasileira, além de também ser a mais antiga da Quimica Organica. A QPN busca
o0 isolamento e a caracterizagdo de substancias bio-produzidas no metabolismo secundério de
organismos Vivos, como microrganismos, organismos marinhos e plantas. O estudo dos
vegetais, denominado de fitoquimica, € o mais explorado por pesquisadores no Brasil
(BERLINCK et al., 2017; BRAZ FILHO, 2010; PINTO et al., 2002)

Os produtos naturais fazem parte da histéria do pais e ja apresentavam grande
importancia desde antes da chegada dos portugueses no Brasil, pois as plantas, ja naquela época,
eram utilizadas como remédios naturais pelos indigenas. Além disso, um dos motivos do Brasil
ter sido colonizado se deu pela existéncia da arvore conhecida popularmente como pau-brasil
(Caesalpinia echinata Lam), por meio da qual € extraido um corante de cor vermelha. Esse
corante consiste em uma substancia quimica denominada brasileina, que é resultado da
oxidagdo do metabdlito secundario chamado brasilina (ARAUJO, 2006; PINTO et al., 2002).

As estruturas das substancias mencionadas podem ser visualizadas na Figura 1.

OH OH

HO 0
HO OH 0 ‘ I OH

Brasilina Brasileina

Figura 1. Estrutura da brasilina e brasileina (ARAUJO, 2006).

Os metabolitos secundarios ndo sao 0s mesmos em todas as espécies vegetais, diferente
dos metabdlitos primarios que sdo pouco variaveis. Isso porque a producdo dos metabolitos
secundarios sofre influéncia das condi¢cdes ambientais que a planta esta exposta. Por exemplo,
a natureza ou quantidade de metabdlitos secundarios presentes em uma planta pode variar de
acordo com a sazonalidade e, também, entre o periodo diurno e noturno. Além disso, tem a

expressao genética de cada planta que pode se modificar diante da interacdo de processos
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bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos, causando variagbes nos metabolitos
secundarios. Essas varia¢Oes proporcionam a individualidade entre familias, géneros e espécies.
(BRAZ FILHO, 2010; GOBBO-NETO e LOPES, 2007; REZENDE et al., 2016).

Os metabolitos secundarios podem pertencer a diferentes classes de compostos
organicos. O metabolismo secundéario das plantas pertencentes a familia Acanthaceae bio-
produzem uma grande variedade de classes de substancias quimicas e acredita-se que tamanha
variedade seja 0 motivo pelo qual as espécies pertencentes a familia supracitada sejam bastante
utilizadas na medicina popular para diversos fins, como no tratamento de asma, bronquite,
reumatismo, artrite, disturbios mentais, diabetes, hemorragia, febre, dor de cabega, entre outros
(ANGONESE, MOREIRA e KAPLAN, 1992; CORREA e ALCANTARA, 2012).

A familia Acanthaceae possui cerca de 250 géneros, dentre eles o género Justicia L.
(ANGONESE, MOREIRA e KAPLAN, 1992). As espécies pertencentes a esse género possuem
dados etnofarmacoldgicos e alguns estudos fitoquimicos. Nos testes farmacoldgicos realizados
com extratos das plantas e/ou com substancias isoladas, algumas espécies vem apresentando
resultados satisfatorios para atividade antiviral, antilarvicida e anti-inflamatoria, por exemplo
(CORREA e ALCANTARA, 2012; CORREA et al., 2014).

Em relacdo a espécie Justicia paracambi, esta foi descoberta em 2015 pela professora
Denise Braz (UFRRJ), sendo encontrada somente no municipio de Paracambi — RJ (BRAZ,
2015). Destaca-se que o presente trabalho é o pioneiro no que se refere ao estudo da composicao
guimica da espécie Justicia paracambi. Sendo assim, espera-se contribuir para o conhecimento
fitoquimico do género Justicia L, utilizando de técnicas cromatograficas classicas e técnicas

espectroscopicas para isolar e caracterizar os metabdlitos secundarios.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A familia Acanthaceae

A familia Acanthaceae pertence a super ordem Lamiiflorae e ordem Scrophulariales (sensu
Dahalgren). As plantas pertencentes a essa familia sdo encontradas, em sua maioria, na forma
de arbusto, erva, trepadeira, xerofitas e pantanosa. Podendo ser encontrada também em forma
de arvore, poréem é raro. Consistem em plantas herbaceas, subarbustivas ou arbustivas, que
apresentam folhas opostas, simples, sem estipulas. Suas flores sdo grandes, hermafroditas,
isoladas ou em inflorescéncias. Apresenta frutos secos, capsulares com deiscéncia explosiva.
(ANGONESE, MOREIRA, KAPLAN, 1992; KAMEYAMA, 2006; FLORA DO BRASIL,
2020a).

Em relagdo a composicdo quimica das plantas pertencentes a familia Acanthaceae é notavel
que estas apresentam uma variedade de classes de compostos quimicos. Apresentam alcaloides,
lignanas, flavonoides, terpenoides (iridoides, diterpenos e triterpenos), aminas biogénicas e
cumarinas (ANGONESE, MOREIRA e KAPLAN, 1992; CORREA e ALCANTARA, 2012).

Cerca de 250 géneros e 2500 espécies compdem a familia Acanthaceae, apresentando
ocorréncia nas regides tropicais e em algumas regides temperadas do mundo (ANGONESE,
MOREIRA e KAPLAN, 1992; KAMEYAMA, 2006). No Brasil séo encontrados 49 géneros e
504 espécies e, destes, 5 géneros e 275 espécies sdo endémicos (FLORA DO BRASIL, 2020a).
Cabe destacar que o género Justicia L. consiste no género mais numeroso da familia
(GRAHAM, 1988).

2.2 O género Justicia L.

O género Justicia L. possui aproximadamente 600 espécies pelo mundo (GRAHAM,
1988), sendo 157 encontradas no Brasil e, destas, 93 sdo endémicas. Espécies do género Justicia
podem ser encontradas em todos os estados do pais, sendo 32 encontradas no Rio de Janeiro.
Tais espécies podem ser aquatica, rupicola ou terricola, se apresentando em forma de arbusto,
erva, voluvel ou subarbusto (FLORA DO BRASIL, 2020b).

A caracterizacdo das espécies do género Justicia se da pela presenca de corolas
bilabiadas, com labio superior, geralmente, bilobado e o labio inferior trilobado, podendo
apresentar também estrias na base do palato. Pdlen pode ser 2-3(-4)-porados ou colporados,

subprolatos a perprolatos. Essas espéecies também possuem dois estames assimétricos
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sobrepostos e capsula clavada com base estéril. (GRAHAM, 1988; EZCURRA, 2002; BRAZ,
2015).

2.2.1 A espécie Justicia paracambi

A espécie Justicia paracambi consiste em uma erva que pode ser encontrada no Parque
Natural Municipal do Curid, no municipio de Paracambi — RJ, localizando-se no dominio
fitogeografico da Mata Atlantica. Até o presente momento essa espécie ndo foi encontrada em
nenhum outro lugar, sendo entdo endémica do Brasil. Logo todas as informagdes que se tem
sobre o local onde essa espécie cresce sdo baseadas no crescimento dos individuos que foram
encontrados na regido supracitada. Com isso, sabe-se que é uma planta terricola que cresce em
floresta densa, em baixas altitudes e proximo a cursos d’agua (BRAZ, 2015; FLORA DO
BRASIL, 2020c).

A Justicia paracambi apresenta folhas glabras e sésseis, tricomas glandulares e nédo
glandulares que sdo densos na raque, bracteas, bracteolas e calice. Possui célice 5-lobado, teca
inferior com um longo apéndice basal, corola bilabiada branca, célice e bracteas verdes. Tem
inflorescéncia terminal laxa que apresenta panicula de espigas e flores decussados quase 0 ano
todo, mas, principalmente, entre setembro e novembro. Sua altura pode ser entre 50 — 80 cm.
Todas essas caracteristicas fisicas, que podem ser vistas na Figura 2 (p. 9), tornam facil sua

diferenciacdo dentre outras espécies do género Justicia L. (BRAZ, 2015).
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Figura 2. Fotos de Justicia paracambi: (A) Visdo ampla da erva; (B) Caule e folhas; (C)

Inflorescéncia terminal com espigas e flor decussados (BRAZ, D.M., arquivo pessoal).

Na bibliografia ndo foram encontrados estudos sobre a composic¢éo quimica de Justicia
paracambi. Mas destaca-se que as espécies pertencentes ao género Justicia L. possuem uma
grande importancia na pesquisa de fitoterapicos, uma vez que apresentam uma enorme
variedade de aplicagio na medicina popular (CORREA e ALCANTARA, 2012). Logo o
conhecimento da composi¢do quimica da espécie supracitada se faz necessario. Além disso, o
status de conservacdo da Justicia paracambi esté classificado como perigo de extin¢éo, devido
sua ocorréncia em apenas um local (BAUMGRATZ et al., 2020; BRAZ, 2015). Isso reforca a
necessidade do conhecimento dos metabdlitos secundarios que a compdem, podendo estes
serem Uteis ao ser humano e, talvez, isso possa vir a contribuir para a preservacdo da espéecie
(PINTO et al., 2002).
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2.2.2 Substancias isoladas do género Justicia L.

Neste topico sdo apresentados os constituintes quimicos que ja foram isolados e
identificados em espécies do género Justicia L. Utilizou-se a revisao realizada por Corréa e
Alcéntara (2012), onde sdo apresentados resultados publicados até maio/2011 nas seguintes
plataformas: SciFinder, ScienceDirect, Web of Science e Scielo. Existem poucos estudos
fitoquimicos sobre esse género e, por isso, encontrou-se apenas o artigo de revisao supracitado.
Logo, também foram feitas buscas por publicacdes cientificas que tenham realizados estudo
dos constituintes quimicos das espécies do género em questdo entre junho/2011 e agosto/2020,
a fim de identificar possiveis novas substancias. As buscas foram feitas no ScienceDirect, Scielo
e Google Scholar, utilizando-se “Justicia genus” como palavra-chave. Todas as pesquisas que
evidenciaram o isolamento de composto organico novo no género Justicia no titulo e/ou resumo
foram incluidos no presente trabalho.

Para melhor organizagéo, as substancias foram separadas de acordo com a classe de
compostos organicos que pertencem. Dessa forma, elaborou-se as Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5 onde
constam substancias classificadas como cumarinas, flavonoides, alcaloides, triterpenos e
lignanas, respectivamente. Destaca-se que foi encontrado um estudo que apresenta substancias
novas isoladas no género Justicia L., porém estas ndo foram classificadas. Tais substancias

encontram-se na Tabela 6. No Quadro 1 se encontram as estruturas de todas as substancias.

Tabela 1. Cumarina identificada no género Justicia L.

N° Substancia Espécie Referéncia

1 Umbeliferona J. pectoralis Lino etal., 1997; Leal et al., 2000

Fonte: Elaboracdo propria.

Tabela 2. Flavonoides identificados no género Justicia L.

N° Substancia Espécie Referéncia
Jiménez et al., 2001; Wang et
2 3’4" -Dihidroxiflavonol J. cataractae al., 2004; Woodman et al.,
2005; Woodman & Malakul,
2009
3 Apigenina J gendarusga Wahl et al., 1974, SawatZky et

al., 2006; Cai et al., 2011

(Continua)
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(Continuacéo)

4 Vitexina Wahi et al., 1974; Sridhar et al.,
2006; Gorzalczany et al., 2011

o _ Dominguez et al., 1990; Abdel-

5 Kaempferitrina J. spicegera Ghani et al., 2001; Fang et al.,

2005; Cazarolli et al., 2006

6 | Luteolina-3’-O-p-xilofuranose

7 Luteolina-5-O-f-rutinosideo J. acuminatissima Corréaetal., 2014.

8 Luteolina-7-O-p-glicosideo

9 Luteolina-7-O-p-rutinosideo Corréa, 2013.

10 Luteolin-7-O-a-L-
rhamnopiranosil-(1—2)-p-D-
xilopiranosideo

11 Crisoeriol7-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-p-D-

xilopiranosideo

J. hypocrateriformis
Vahl,

Guetchueng et al., 2019

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 3. Alcaloides identificados no género Justicia L.

No Substancia

Espécie

Referéncia

12 5H,6H-quinindolin-11-ona

13 10H-quindolina

14 Jusbetonina

J. betonica

Subbaraju et al., 2004

Caprio et al., 2000; Subbaraju et
al., 2004

15 Vasicina

16 Vasicinona

J. adhatoda

Amini & Mehta, 1959; Mehta et
al., 1963; lkram & Huq, 1966;
Bhalla et al., 1982;
Chakravarthy et al., 1982; Jindal
et al., 1988; Ismail et al., 1998;
Lorenz et al., 1999; Claeson et
al., 2000; Shevyakov et al.,
2006; Rachana et al., 2011

Amin & Mehta, 1959; Mehta et
al., 1963; lkram & Huq, 1966;
Bhalla et al., 1982;
Chakravarthy et al., 1982;
Ismail et al., 1998; Jindal et al.,
1998; Lorenz et al., 1999;
Rachana et al., 2011

17 Alantoina

J. spicegera

Dominguez et al., 1990; Niu et
al., 2010

18 6H-quindolina

J. betonica

Subbaraju et al., 2004

(Continua)




17

(Continuacéo)

Amin & Mehta, 1959; Mehta et
al., 1963; lkram & Huq, 1966;
Bhalla et al., 1982;

Ismail et al., 1998; Jindal et al.,
1998; Lorenz et al., 1999;
Rachana et al., 2011
3-etil-8-oxa-3- o A
20 azabiciclo[3,2,1]octano-1,6,7- J. acuminatissima Corréa, 2013.
triol
21 | &cido-(N-fenil-o-metileno-O-
5)-3-hidroxi-5-carboxi-y-
lactama )

22 | N-(fenil-o-metileno-O-5)-3- J. wasshauseniana Fernandes, 2016

hidroxi-5-(carboxilato de 2,3-

dihidroxipropionila)-y -
lactama
23 Brazoide A
24 Brazbide B
: J. gendarussa Souzaetal., 2017

25 Brazdide C
26 Brazdide D
27 Justicianena A J. procumbens Jinetal., 2015
28 | 3-hidroxi-1-(20-hidroxi-40,50-

dimetoxifenil)pirrolidin-2-ona
29 | cis-3,5-diidroxi-1-(20-hidroxi-

40,50-dimetoxifenil)pirrolidin- | 3 secunda Vanl Theiler et al., 2014

2-0na
30 trans-3,5-diidroxi-1-(20-
hidroxi-40,50-

dimetoxifenil)pirrolidin-2-ona

Fonte: Elaboragdo propria.

Tabela 4. Triterpendides glicosilados identificados no género Justicia L.

N° Substancia Espécie Referéncia

31 Justiciosideo A

32 Justiciosideo C )

3 Tisticiosideo B J. betonica Kanchanapoom et al., 2004
34 Justiciosideo D

(Continua)
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(Continuacéo)

35 Justiciosideo E
36 Justiciosideo F Kanchanapoom et al., 2005
37 Justiciosideo G
al., 2003
Fonte: Elaboracdo propria.
Tabela 5. Lignanas identificadas no género Justicia L.
N° Substancia Espécie Referéncia
39 Jusmicrantina ] .
. neesii i i
40 Jusmicrantina metil éter Rajasekhar & Subbaraju, 2000
41 Helioxantina J. flava Chang et al., 2000; Tseng et al.,
2008
42 Taiwanina E J. procumbens Chen etal., 1996; Chang etal.,
2000
J. purpurea Kavitha et al., 2003
43 Taiwanina E metil éter J. betonica Day et al., 1999
J. procumbens Chen et al., 1996
etal.,, 1993
Baba et al., 1996; Gertsch et al.,
J. purpurea 2003; Kavitha et al., 2003; Rao
45 Justicidina B et al., 2006; Wu et al., 2007
Kaur et al., 2009
J. procumbens Chenetal., 1996 Asano et al.,
1996
J. extensa Wang & Ripka, 1983
al., 1996; Asano et al., 1996
J. ciliata Day et al., 1999
J. extensa Wang & Ripka, 1983
J. betonica Munakata et al., 1965; Day et
al., 1999
47 Justicidina A Fukamiya & Lee, 1986; Asano
J. procumbens etal., 1996; Chen et al., 1996;
Su et al., 2006
J. rhodoptera Williams et al., 2003

(Continua)
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(Continuacéo)

48 Cleistantina B Kavitha et al., 2003
J. procumbens Jin, Yang e Dong, 2016
49 Neesiinosideo A J. neesii Subbaraju et al., 2001
50 Patentiflorina A )
51 Patentiflorina B 7. patentifiora Susplugas et al., 2005
_ J. ciliata
52 Tuberculatina T hetonica Day et al., 1999: Lu et al., 2008
53 | 4°°-O-acetilpatentiflorina B J. patentiflora Susplugas et al., 2005
54 | Chinensinaftol metil éter J. ciliata Day et al., 1999
55 Justalaconina J. purpurea Kavitha et al., 2003
56 | 4’-dimetil chinensinaftol metil ). ciliata Day etal., 1999
éter J. procumbens Chen et al., 1996
o J. betonica Day et al., 1999
57 Chinensinaftol
J. procumbens Chen et al., 1996
58 , J. hvssopifolia Alonso et al., 1997; Navarro et
Elenosideo ySSOP al., 2001a; Navarro et al., 2001
J. ciliata Day et al., 1999
59 Neojusticidina B 3. procumbens Fukamiya & Lee, 1986; Asano
etal., 1996; Chen et al., 1996
60 Justicidinosideo A
61 Justicidinosideo C J. procumbens Asano et al., 1996
62 Justicidinosideo B
63 Justicidina P J. extensa Wang & Ripka, 1983
64 Justicinol J. patentiflora Susplugas et al., 2005
65 Ciliatosideo A J. ciliata Day et al., 2000; Wu et al., 2007
66 Procumbenosideo A J. procumbens
J. betonica
J. betonica
68 Cilinaftalideo B J. ciliata

J. procumbens

Weng et al., 2004

(Continua)
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(Continuacéo)

69 Difilina apiosideo
—— J. procumbens Asano et al., 1996
70 | Difilina apiosideo-5-aceato
1 Juspurpurina J. purpurea Kavitha et al., 2003
72 Carinatona .
—— J. patentiflora Susplugas eta al., 2005
3 Justiflorinol
74 (+)-Isolariciresinol J. flava Kipeli et al., 2003
al., 2010
6 Justiciresinol J. glauca Subbaraju et al., 1991
77 : J. purpurea Konoshima e Takasaki, 2000;
Xantoxilol PurP Kavitha et al., 2003
78 Podofilotoxina J. flava Canel et al., 2000; Meckes et
al., 2004
79 Heliobuftalmina J. ciliata Day et al., 1999; Duarte et al.,
2010
80 | Secoisolariciresinol dimetil
eter acetato )
81 Procumbenosideo N J. procumbens Xin-Yaetal., 2019
82 Procumbenosideo O
83 6’-hidroxijusticidina A J. procumbens Heetal., 2012
84 i i
Justiprocumina A J. gendarussa Zhang et al., 2017
85 Justiprocumina B
86 Procumbenosideo H Jinetal., 2015
87 Procumbenosideo |
88 1 J. procumbens
Procumbenosideo K Jin, Yang e Dong, 2016
89 Procumbenosideo L
90 Procumbenosideo M

Fonte: Elaboragdo propria.




Tabela 6. Outras substéncias isoladas no género Justicia L.

21

Fonte: Elaboracéo propria.

N° Substancia Espécie Referéncia
91 Uracila
92 Uridina o Othman et al., 2017
: _ J. spicigera
93 Megastigmana vomifoliol-9-
O-B-D-Glucopiranosideo

Quadro 1. Estrutura das substancias isoladas no género Justicia.
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Fonte: Elaboracéo prdpria.

2.2.3 Composicao Quimica do género Justicia L.

A partir do levantamento bibliogréfico realizado, obteve-se que 93 substancias ja foram
isoladas em espécies do género Justicia L. e que estas pertencem a variadas classes de
compostos organicos. No Grafico 1 é possivel observar melhor as classes de compostos

encontradas e a quantidade de substancias pertencentes a cada uma destas.

Gréfico 1. Classe dos compostos organicos isolados do género Justicia L.
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Fonte: Elaboragdo propria.

De acordo com os dados expostos no Gréafico 1, a maioria das substancias encontradas
no género Justicia L. sdo classificadas como lignanas, tendo sido isoladas e identificadas um

total de 52 substancias (55,9%). Os alcaloides também se mostram bastante presentes em
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espécies do género em questdo, apresentando um total de 19 substancias (20,4%). Logo em
seguida tém-se os flavonoides, constando 10 substancias isoladas (10,8%) e os triterpenoides,
com 8 substancias (8,6%). Até o momento, tem-se apenas 1 substancia classificada como
cumarina (1,1%). E tém-se ainda outras substancias que nao foram classificadas, representando
3,2% das substancias conhecidas.

Levando em consideracdo o fato das substancias isoladas no género Justicia serem
majoritariamente classificadas como lignanas, resolveu-se fazer um estudo mais aprofundado a

respeito dessa classe de compostos organicos.

2.2.3.1 Consideraces sobre lignanas

As lignanas podem ser classificadas de forma genérica como lignoides. Os lignoides
abrangem todas as micromoléculas que sdo formadas por grupos fenilpropanicos (Cs-Cs)n,
onde “n” ¢ restrito a poucas unidades 1, 2, 3 etc. Mais de 500 lignoides j& foram isolados,
identificados e classificados dentro dos grupos das lignanas, neolignanas, alolignanas,
norlignanas, oligolignoides ou heterolignoides, sendo que as lignanas e neolignanas
representam a maior parte dessas substancias ja conhecidas (GOTTLIEB e YOSHIDA, 1984;
BARBOSA FILHO, 2007). De acordo com Gordaliza e colaboradores (2004), as lignanas ja
foram isoladas em espécies de diversas familias, tendo sido encontradas em diferentes partes
das plantas: raizes, folhas, caules, frutos, sementes e partes lenhosas.

O termo lignanas foi desenvolvido por Haworth, em 1942, para classificar metabdlitos
secundarios cujo esqueleto carbdnico apresentasse um acoplamento de duas unidades
propilbenzénicas (Ce-C3), onde estas estivessem ligadas pelo carbono central de suas cadeias
laterais, apresentando, entdo, uma ligacdo B-p’ (Figura 3) (GOTTLIEB e YOSHIDA, 1984;
BARBOSA FILHO, 2007; SUZUKI e UMEZAWA, 2007). As lignanas sdo subdividas em 8
subgrupos:  furofurano, furano, dibenzilbutano, dibenzilbutirolactona, ariltetralina,
arilnaftaleno, dibenzilciclooctadieno e dibenzilbutirolactol. Dentro de cada subgrupo, as
lignanas podem ainda ser classificadas de acordo com o estado de oxidag&o do carbono terminal
de sua cadeia lateral (Carbono 9), podendo ser: lignanas com oxigénio ligado ao carbono
terminal; lignanas sem o oxigénio ligado ao carbono terminal; lignanas acidas dicarboxilicas
(SUZUKI e UMEZAWA, 2007). O esqueleto carbénico de cada subtipo de lignana pode ser

visto na Figura 4.
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Unidade propilbenzénica Lignana

Figura 3. Unidade propilbenzénica e estrutura de lignana. (Adaptado de CUNHA et al.,
2012).
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Figura 4. Esqueletos carbonicos dos subtipos de lignanas (SUZUKI e UMEZAWA, 2007).
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O processo de biossintese dos precursores das lignanas, os arilpropanoides, é
desenvolvido a partir da fenilalanina ou da tirosina, por meio da via metabolica do acido
chiguimico. Nesse processo, a fenilalanina ou tirosina sofrem reducao, levando a formacao de
acido cindmico e/ou seus derivados. A partir disso, é adicionado o grupo (CoAS"), via coenzima
A, que facilita a primeira reducdo que os derivados de &cido cinamico sofrem por ser um melhor
grupo de saida. Dessa forma, ocorre a primeira redu¢do com o NADPH, formando um aldeido.
Em seguida, ocorre a segunda reducdo com NADPH para se obter os arilpropanoides, que
consistem em trés alcoois (DEWICK, 2009; CUNHA et al., 2012). Na Figura 5 é possivel

visualizar esse processo.
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Figura 5. Biossintese dos arilpropanoides, precursores das lignanas (DEWICK, 2009;
CUNHA et al., 2012).
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A fim de exemplificar a formagéo de uma lignana, resolveu-se descrever e demonstrar
a biossintese de uma lignana bastante estudada, devido sua atividade anti-cancer e fungdo como
agente antimitdtico. A rota biossintética da lignana ariltetralinica nomeada de podofilotoxina,
encontrada em algumas espécies do género Podophyllum, ainda ndo é totalmente conhecida,
mas sabe-se que esta deriva-se do alcool coniferilico (MEDRADO et al., 2015).

Como pode ser visto na Figura 6, o processo inicia-se a partir de duas unidades de alcool
coniferilico, ocorrendo um acoplamento oxidativo entre essas unidades a partir da acdo da
enzima pinoresinol sintase, levando a formacdo do (+)-pinoresinol. Posteriormente, ocorre a
formacéo do (+)-lariciresinol, por meio da inverséo da configuragdo C7-C7’ do pinoresinol,
proveniente de uma série de reducgdes estereosseletivas. A molécula de lariciresinol sofre
reducdo pela acdo da enzima pinoresinol-lariciresinol, levando a formacdo de (-)-
secoisolariciresinol. Na proxima etapa ocorre a formacdo do precursor comum da
podofilotoxina, (-)-matairesinol, a partir da oxidagéo do secoisolariciresinol, via acdo da enzima
secoisolariciresinol desidrogenase. O matairesinol sofre uma modificacdo no padrdo de
substituicdo do anel aromatico, levando a formacéo da yateina, que, na etapa seguinte, sofre
ciclizacdo, via ataque nucleofilico. Como produto dessa etapa tem-se a formacdo da molécula
de desoxipodofilotoxina, que, sob acdo da enzima desoxipodofilotoxina 7-hidrolase, fornece (-
)-podofilotoxina. Também ocorre a formacdo de PB-peltatina, a partir da acdo da enzima
desoxipodofilotoxina 6-hidrolase (DEWICK, 2009; MEDRADO et al., 2015).
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Figura 6. Proposta de rota biossintética para podofilotoxina (DEWICK, 2009; MEDRADO et
al., 2015)
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Como mencionado anteriormente, a podofilotoxina apresenta importante atividade
bioldgica para 0s seres humanos, assim como outras lignanas. Porém, no que diz respeito ao
papel bioldgico que as lignanas possuem para 0s vegetais, este ainda ndo é muito bem definido.
Contudo, acredita-se que os lignoides, no geral, tenham a funcéo de marcadores evolutivos, por
apresentarem um papel importante na adaptacdo das plantas. Além disso, acredita-se que as
lignanas atuam como reguladoras de crescimento, e jé& foi observado que estas se acumulam na
madeira como resposta a um ferimento mecanico ou invasdo de microrganismos (GOTTLIEB
e YOSHIDA, 1984; MEDRADO et al., 2014).

2.2.4 Atividades bioldgicas apresentadas pelas espécies do género Justicia

Dentre os estudos encontrados na literatura que descrevem a atividade bioldgica de
espécies do género Justicia, destaca-se a revisdo publicada por Corréa e Alcéantara (2012), os
estudos publicados por Corréa e colaboradores (2014), Xin-Ya e colaboradores (2019), Zhang
e colaboradores (2017).

De acordo com a revisdo publicada por Corréa e Alcantara (2012), as plantas
pertencentes ao género Justicia sdo muito utilizadas na medicina popular para diversos fins e,
provavelmente, isso se da devido a grande variedade de classes de compostos produzidos pelo
metabolismo secundario dessas plantas. As informacgdes etnofarmacoldgicas relatadas pelos
autores supracitados mostram que populac@es de diferentes regiées do mundo utilizam plantas
de espécies pertencentes ao género Justicia para o tratamento de: doencas respiratérias; doencas
gastrointestinais; inflamagdes, como artrite e reumatismo; disturbios mentais, como epilepsia;
dor de cabeca; febre; cancer; diabetes; HIV. Os tratamentos com essas plantas séo realizados
utilizando, na maioria das vezes, o extrato das folhas, mas também é utilizado extrato feito das
raizes. Outra forma comum de utilizacdo dessas plantas em tratamentos, é por meio da mistura
em po de diferentes plantas. Por exemplo, na india utiliza-se uma mistura em p6 de trés plantas,
sendo uma delas a espécie Justicia simplex D. Don, para controlar a fertilidade.

Corréa e Alcantara (2012) também relatam sobre testes farmacoldgicos realizados,
cabendo dizer que todos os testes descritos foram realizados com o extrato das plantas. O estudo
farmacologico realizado com J. spicigera, utilizando um extrato com toda a planta, mostrou
que este apresenta fatores citotoxicos contra células leucémicas. Essa planta é utilizada
popularmente como anti-inflamatério, cuja acdo foi comprovada. Outra espécie bastante
utilizada pela medicina popular é a J. pectoralis, cuja acdo no tratamento de epilepsia e

ansiedade também foi comprovada, utilizando o extrato de suas folhas em etanol. Essa espécie
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também apresentou atividade larvicida, sendo testada contra o crescimento e desenvolvimento
de larvas do Aedes aegypti no estagio IV.

Um estudo realizado por Corréa e colaboradores (2014) testou as atividades anti-
inflamatdrias e antimicrobianas de extratos, fracdes e substancias isoladas das partes aéreas da
espécie J. acuminatissima, que é conhecida popularmente na regido do Amazonas como “sara-
tudo”. Os testes de atividades anti-inflamatérias foram realizados com ratos, e as
antimicrobianas foram contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus) e Gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella typhimurium), além de um fungo
(Candida albicans).

Corréa e colaboradores (2014) realizaram os testes de atividade anti-inflamatéria com
ratos, que foram submetidos a uma lesdo muscular nas patas. Os ratos foram separados em
grupos: grupo controle negativo, onde 0s ratos nao receberam nenhum outro tratamento; grupo
controle positivo, cujos ratos receberam tratamento padrdo com dexametasona (0,1% m/m);
cinco grupos tratados, onde os ratos receberam tratamento com extratos (6,0% m/m), fracoes
(3,0% m/m) e compostos isolados (0,5% m/m) da J. acuminatissima.

Os resultados foram analisados 24, 48 e 72h apds o tratamento. Com isso, obteve-se que
cinco compostos isolados da planta apresentaram resultados satisfatorios, alguns em forma de
mistura. Mas a mistura dos compostos B-sitosterol glicosilado e estigmasterol glicosilado foi a
que apresentou uma maior atividade anti-inflamatoria. Os extratos (hidroalco6lico e em etanol)
e as fracbes (em metanol e em hexano) apresentaram baixa atividade. Ja as fracfes em
diclorometano e acetato de etila apresentaram uma consideravel reducdo na infiltracdo
inflamatoria e nos edemas. Os autores destacaram que nessas fracdes havia presenca dos
compostos que apresentaram resultados satisfatérios nos testes.

Em relacdo aos bioensaios, Corréa e colaboradores (2014) relataram que estes foram
realizados em microplacas estéreis contendo 96 pocos. Os extratos, fracdes e compostos
isolados foram dissolvidos em dimetilsufoxido (DMSO). As microplacas foram preparadas de
modo que cada pogo apresentasse uma concentra¢do final de amostra igual a 250 pg/mL e
ficaram em incubagédo por 48h a 37°C. Para o controle positivo usou-se ampicilina como
antibacteriano e nistatina como antifungico.

Como resultado observaram que o extrato em etanol apresentou uma atividade inibitoria
mais alta do que o extrato hidroalcodlico, sendo capaz de inibir o crescimento de S. aureus
(57,7%), B. cereus (55,0%), S. typhimurium (63,3%) e E. coli (67,5%). A fragdo em
diclorometano proporcionou uma excelente inibicdo do crescimento de todos os

microrganismos testados, apresentando as seguintes porcentagens de inibicdo: C. albicans
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(94.4%); B. cereus (76.0%); S. typhimurium (75.2%); S. aureus (65.4%); E. coli (61.0%). A
fragdo em acetato de etila se destacou na inibicdo de C. albicans (75,8%) e E. coli (81,2%).
Enquanto as fracfes em hexano, em metanol e as misturas de compostos isolados apresentaram
baixa atividade. Os autores puderam concluir que apenas fracGes/extratos contendo compostos
com polaridade intermediéria, apresentaram resultados satisfatorios nos bioensaios.

O estudo realizado por Xin-Ya e colaboradores (2019) testou a atividade citotoxica de
lignanas isoladas da espécie J. procumbens contra HIV tipo 1 (HIV-1). Nessa pesquisa
realizaram o isolamento de vinte e uma substancias da espécie J. procumbens. Dentre essas sdo
destacadas trés lignanas que apresentaram resultados satisfatérios contra o virus HIV-1
secoisolariciresinol dimetil éter acetato (p. 20, estrutura 80), que apresentou concentracdo
minima de inibicdo para 50% do patdgeno (Clso) no valor de 5.27 pumol-L™* e indice de
seletividade (IS) igual a 2.2; Procumbenosideo A (p. 19, estrutura 66), com Clso no valor de
4.95 umol-L ! e IS superior a 6,2; Difilina (p. 18, estrutura 46), cujo valor de Clso foi igual a
0,38 umol-Lt e IS igual a 5,3.

A pesquisa realizada por Xin-Ya e colaboradores (2019) se deu a partir de resultados de
estudos anteriores realizados por esse mesmo grupo de pesquisadores, onde observaram que 0s
extratos em metanol de partes aéreas de diferentes espécies pertencentes ao género Justicia
apresentaram potencial de inibicdo contra HIV-1. Uma dessas pesquisas, realizada por Zhang e
colaboradores (2017), mostrou que lignanas isoladas da espécie J. gendarussa foram capazes
de inibir a replicacdo do HIV.

Zhang e colaboradores (2017), primeiramente, observaram que 0 extrato em
diclorometano das raizes e caule da J. gendarussa apresentou atividade anti-HIV em uma
concentracdo de 20 mg/mL. Posteriormente, a fim de confirmar a atividade antiviral da planta
em questdo, foi preparado um extrato em metanol de caule e cascas da espécie. Com isso, foi
observado uma inibicdo na replicacdo do HIV com valor de ICsp igual 0.04 mg/mL, e sem
citotoxicidade para concentragdes superiores a 20 mg/mL. A partir desse resultado, foi realizado
um fracionamento guiado por bioensaio do extrato em metanol, onde foi possivel isolar duas
lignanas, nomeadas Justiprocumina A e B. Por meio da Cromatografia liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), realizou-se andlise de fracdes ativas e ndo-ativas do extrato da planta,
constatando que apenas nas fragdes ativas havia presenca das lignanas.

Diante do exposto, € possivel observar a vasta aplicabilidade das espécies pertencentes
ao género Justicia, apresentando resultados muito satisfatorios contra doencas que ainda ndo
tem cura, como o HIV. Esse fato reforga a importancia da realizagdo de pesquisas com plantas

do género supracitado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Isolar e identificar os metabdlitos secundarios presentes no extrato metanolico das

folhas da espécie Justicia paracambi.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar levantamento bibliografico das substancias isoladas e identificadas do género
Justicia L;

e Isolar as substancias presentes no extrato metandélico das folhas por meio de técnicas
cromatograficas classica

e Realizar a elucidacdo estrutural dos compostos isolados por meio de técnicas

espectroscopicas e cromatograficas associadas ao espectrémetro de massas.

4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e equipamentos

e Aceto de etila (AcOEt); 99,5%; Synth;

e Acetona [(CH3).CO]; 99,5%; Synth;

e Cloroférmio deuterado (CDCIs), Aldrich Chemistry;

e Colunas cromatograficas de tamanhos variados;

e Cromatofolhas de aluminio com gel de silica 60 F254, MERCK;

e Diclorometano (CH2Cl,); 99,5%; Synth;

e Espectrometro Bricker, modelo Ascend500;

e Espectrometro de massas micrOTOF-QII Bruker Daltonics;

e Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear, Brucker modelo DRX-500;
e Evaporador rotativo (MODELOQ)

e Gel de Silica 60 PF254, MERCK;

e Gel de Silica 60(0,063-0,200mm), MERCK;

e Lampadas ultravioleta com comprimento de onda de 254 e 365 nandmetros (nm);
e Metanol (MetOH); 99,8%; Synth;
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e Metanol deuterado (MeOD); 99,8%; Cambridge Isotope Laboratories, Inc.;

e Moinho de materlos

e n-Hexano; 98,5%; Synth;

e n-Butanol; 99,4%; Synth;

e Piridina deuterada (Py-D5); 99,5%; Cambridge Isotope Laboratories, Inc.;

e Solucdo de nitrato basico de bismuto 11 em &cido acético diluido com iodeto de potassio
(Dragendorff)

e Solucdo de vanilina sulfirica 2%;

4.2 Coleta da Justicia paracambi

As folhas de J. paracambi foram coletadas no Parque Natural Municipal do Curio, no
municipio de Paracambi — RJ, pela Profa. Dra. Denise Monteiro Braz da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. Parte do material foi coletado no dia 24 de julho de 2020, e outra parte
no dia 1 de dezembro do mesmo ano. Cabe ressaltar que exsicatas da espécie encontram-se
depositada no Herbario RBR, pertencente ao Departamento de Botanica da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sob os seguintes registros: RBR 38356; RBR 38444,
RBR 38735; RBR 33667; RBR 38736; RBR 38734; RBR 55442.

4.3 Preparacao dos extratos brutos

Inicialmente as folhas foram postas para secar ao ar livre para evitar a proliferacdo de
fungos. Apos a secagem a amostra foi triturada com auxilio de um moinho de martelo. A
extracdo foi realizada por maceracdo exaustiva utilizando metanol como solvente. Em seguida,
essa solucdo seguiu para evaporacdo a pressao reduzida no evaporador rotativo, obtendo-se o
extrato bruto. Na Tabela 7 encontram-se as quantidades de material coletado e de extrato bruto
obtido.

Tabela 7. Quantidade de material coletado e extrato bruto obtido

Material vegetal Massa de material Massa do extrato
coletada (g) bruto (g)
Folhas 870 131

Fonte: Elaboracgdo propria.
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4.4 Particéo do extrato bruto em metanol das folhas de Justicia paracambi

Antes de iniciar o procedimento de separacdo das substancias por meio das técnicas
cromatograficas classicas, o extrato bruto foi submetido a particdo em diferentes solventes para
facilitar a separagéo das substancias. A primeira partigao foi feita solubilizando o extrato bruto
em agua e diclorometano. A parte soltivel em diclorometano foi reservada, enquanto a parte
solGvel em &gua seguiu para a proxima particao, onde utilizou-se acetato de etila. Assim como
na primeira particao, a parte solivel em agua seguiu para a particdo seguinte, utilizando-se

butanol nesta. Desta forma, obteve-se quatro parti¢6es (diclorometano, acetato de etila, butanol

e 4gua).
Tabela 8. Quantidade de material obtido em cada particéo.
MATERIAL CODIGO MASSA (9)
Particdo diclorometano JPD 14,7725
Particdo Acetato de etila JPAE 4,5629
Particdo butanol JPB 4,320
Particdo agua JPA 65

Fonte: Elaboracéo propria.

4.5 Fracionamento cromatografico
4.5.1 ANALISE CROMATOGRAFICA DA PARTICAO JPD (14,7725g)

Inicialmente a particdo de diclorometano (JPD) foi submetida a Cromatografia em
Coluna (CC) com silica gel e eluida com diclorometano:metanol com gradiente de concentracédo
de 0 a 100%. Foram obtidas 39 fragdes que foram agrupadas em 9 fracdes, ap6s analise
cromatografica de camada delgada. Na Tabela 9 é possivel visualizar os dados obtidos a partir
dessa analise da particdo JPD.

Tabela 9. Analise da particao JPD.

FRACAO CODIGO MASSA FRACAO (g)

1 JPD1 0,6392

2-5 JPD2 1,3721
6-9 JPD3 6,1394
10-12 JPD4 1,6195
13-18 JPD5 2,0675
19-28 JPD6 0,6336
29-34 JPD7 0,2214
35-38 JPD8 0,9174
39 JPD9 0,9863

Fonte: Elaboragéo propria.
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e Andlise cromatogréfica fracdo JPD2 (1,37219)

A fracdo JPD2 foi submetida a cromatografia em coluna utilizando silica gel e
Hexano:acetona como fase moével em concentracdo crescente de 0 a 100%. Deste
procedimento foram obtidas 180 fracGes, as quais foram analisadas por cromatografia em

camada delgada e agrupadas em 11 fracdes (Tabela 10).

Tabela 10. Anélise da particdo JPD2.

FRACAO CODIGO MASSA FRACAO (mg)

0-47 JPD2.1 33,20
48 JPD2.2 4,600
49-60 JPD2.3 356,1
61-79 JPD2.4 170,6
80-104 JPD2.5 79,30
105-113 JPD2.6 33,20
114-122 JPD2.7 19,50
123-127 JPD2.8 7,600
128-167 JPD2.9 21,00
168-179 JPD2.10 220,3
180 JPD2.11 394,6

Fonte: Elaboracdo propria.

e Andlise cromatogréfica fracdo JPD2.4 (170,6 mg)
A fracdo JPD2.4 foi submetida a cromatografia em coluna utilizando silica gel e
Hexano:acetona como fase mdvel em concentracdo crescente de 0 a 100%. Deste procedimento
foram obtidas 73 fragdes, as quais foram analisadas por cromatografia em camada delgada e

agrupadas em 10 fracGes (Tabela 11).

Tabela 11. Anélise da parti¢do JPD2.4

FRACAO CODIGO MASSA FRACAO (mg)

0-3 JPD2.4.1 2,18
4-10 JPD2.4.2 12,1

11 JPD2.4.3 3,68
12-16 JPD2.4.4 4,86
17-24 JPD2.4.5 60,7
25-32 JPD2.4.6 9,53
33-37 JPD2.4.7 3,11
38-61 JPD2.4.8 51,6
62-72 JPD2.4.9 8,32

73 JPD2.4.10 2,54

Fonte: Elaboragéo propria.
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e Andlise cromatogréfica fracdo JPD2.4.5 (60,7 mg)
A fracdo JPD2.4.5 foi submetida a cromatografia em coluna utilizando silica gel e
Hexano:acetato de etila como fase mével em concentracdo crescente de 0 a 100%. Deste
procedimento foram obtidas 39 fracdes, as quais foram analisadas por cromatografia em

camada delgada e agrupadas em 8 fracGes (Tabela 12).

Tabela 12. Anélise da particdo JPD2.4.5

FRACAO CODIGO MASSA FRACAO (mg)
1-6 JPD2.4.5.1 3.8
7-10 JPD2.4.5.2 5,2
11-13 JPD2.4.5.3 6,1
14-15 JPD2.4.5.4 8,9
16 JPD2.45.5 2,8
17-24 JPD2.4.5.6 15,3
25-38 JPD2.4.5.7 9,4
39 JPD2.4.5.8 2,1

Fonte: Elaboracéo propria.

e Analise cromatogréfica fracdo JPD2.4.5.4 (8,9 mg)

A fracdo JPD2.4.5.4 foi submetida a cromatografia em coluna utilizando silica gel e
Hexano:acetato de etila como fase movel em concentracdo crescente de 0 a 100%. Deste
procedimento foram obtidas 16 fracdes, as quais foram analisadas por cromatografia em
camada delgada e agrupadas em 2 fracOes (Tabela 13). A fracdo JPD2.4.5.4.1 apresenta a
substancia 1 isolada.

Tabela 13. Analise da particdo JPD2.4.5.4

FRACAO CODIGO MASSA FRACAO (mg)
1-3 JPD2.4.5.4.1 5,7
4-16 JPD2.4.5.4.2 1,2

Fonte: Elaboracédo propria.
4.5.2 ANALISE CROMATOGRAFICA DA PARTICAO JPAE (4,56290)
A particdo de acetato de etila (JPAE) foi submetida & Cromatografia em Coluna (CC)

com silica gel e eluida com diclorometano:metanol com gradiente de concentracao de 0 a 100%.
Foram obtidas 49 frac6es que foram agrupadas em 12 fragdes, apds analise cromatografica de
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camada delgada. Na Tabela 14 é possivel visualizar os dados obtidos a partir dessa analise da
particdo JPAE.

Tabela 14. Analise da particdo JPAE.

FRACAO CODIGO MASSA FRACAO (mg)

0-1 JPAE1 20,9
2 JPAE2 27,5

3 JPAE3 18,9
4-7 JPAE4 207,4
8 JPAE5 33,8
9-12 JPAEG 900,9
13-15 JPAE7 103,1
16-19 JPAES 125,0
20-24 JPAE9 278,7
25-35 JPAE10 701,6
36-48 JPAE11 574,8
49 JPAE12 650,4

Fonte: Elaboracdo propria.

e Andlise cromatogréfica fracdo JPAE4 (207,4 mg)

A fracdo JPAE4 foi submetida a cromatografia em coluna utilizando silica gel e
Hexano:acetona como fase mével em concentracdo crescente de 0 a 20%. Deste procedimento
foram obtidas 85 fracdes, as quais foram analisadas por cromatografia em camada delgada e
agrupadas em 11 fracdes (Tabela 15). Na fracdo JPAEA4.4 foi obtida a substancia 2, enquanto

na fragdo JPAE4.7 foi obtida uma mistura de duas substancias (mistura 1).

Tabela 15. Analise da parti¢cdo JPAE4.

FRACAO CODIGO MASSA FRACAO (mg)
1-4 JPAE4.1 22,9
5-6 JPAEA4.2 1,5
7-8 JPAE4.3 1,0
9-10 JPAE4 4 2,9

11-12 JPAE45 3,4
13-15 JPAE4.6 7.9
16-21 JPAE4.7 6,1
22-26 JPAE4.8 3,1
27-30 JPAE4.9 6,9
31-44 JPAE4.10 89,2
45-88 JPAE4.11 97,7

Fonte: Elaboracéo propria.
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e Andlise cromatogréfica fracdo JPAE4.11 (97,7 mg)
A fracdo JPAE4.11 foi submetida a cromatografia em coluna utilizando silica gel e
Hexano:acetona como fase mével em concentragéo crescente de 0 a 50%. Deste procedimento
foram obtidas 46 fragdes, as quais foram analisadas por cromatografia em camada delgada e

agrupadas em 4 fragdes (Tabela 16).

Tabela 16. Analise da particdo JPAE4.11

FRACAO CODIGO MASSA FRACAO (mg)
0-5 JPAE4.11.1 60,7
6-8 JPAE4.11.2 6,4
9-45 JPAE4.11.3 13,9
46 JPAE4.11.4 5,1

Fonte: Elaboracéo propria.

e Analise cromatogréfica fracdo JPAE4.11.1 (60,7 mg)

A fracdo JPAE4.11.1 foi submetida a cromatografia em coluna utilizando silica gel e
Hexano:acetona como fase mével em concentracdo crescente de 0 a 100%. Deste procedimento
foram obtidas 35 fracdes, as quais foram analisadas por cromatografia em camada delgada e
agrupadas em 3 fragdes (Tabela 17). Na fracdo JPAE4.4 foi obtida a substancia 2, enquanto na

fracdo JPAEA4.7 foi obtida uma mistura de duas substancias (mistura 1).

Tabela 17. Analise da particdo JPAE4.11.1

FRACAO CODIGO MASSA FRACAO (mg)
0-8 JPAE4.11.1.1 35,9
9-17 JPAE4.11.1.2 9,3
18-35 JPAE4.11.1.3 6,2

Fonte: Elaboracéo propria.

e Analise cromatogréfica fracdo JPAE4.11.1.1 (35,9 mg)

A fracdo JPAE4.11.1.1 foi submetida & cromatografia em coluna utilizando silica gel e
dicloro:metanol como fase movel em concentragdo crescente de 0 a 100%. Deste procedimento
foram obtidas 37 fragdes, as quais foram analisadas por cromatografia em camada delgada e
agrupadas em 4 fracGes (Tabela 18). A fracdo JPAE4.11.1.1.3 apresenta a substancia 3 isolada.



43

Tabela 18. Anélise da particdo JPAE4.11.1.1

FRACAO CODIGO MASSA FRACAO (mg)
1-13 JPAE4.11.1.1.1 2,6
14-28 JPAE4.11.1.1.2 13,8
29 JPAE4.11.1.1.3 6,2
30-37 JPAE4.11.1.1.4 8,4

Fonte: Elaboracéo propria.

4.6 Elucidacao estrutural das substancias isoladas

A fim de determinar as estruturas das substancias isoladas e, portanto, identifica-las,
serdo utilizadas as seguintes técnicas espectroscopicas: Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
unidimensional (*H e *C) e bidimensional (*H-'H-COSY, *H-'H-NOESY, HSQC e HMBC),
cujos espectros fornecem os deslocamentos quimicos (6) obtidos em parte por milhdo (ppm) e
as constantes de acoplamento (J) medidas em Hertz (Hz); Espectroscopia de Massas de Alta
Resolucdo (HRESI-MS).

5 RESULTADOS

As substancias isoladas (substancia 1, 2 e 3) e a mistura 1 aguardam dados das analises
de RMN e HRESI-MS para que suas respectivas estruturas sejam determinadas, sendo possivel

identifica-las.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Em relacéo a parte tedrica da presente pesquisa, pode-se ter conhecimento acerca das
classes de substancias que séo bio-produzidas pelas espécies pertencentes ao género Justicia.
Essas informacBes obtidas no levantamento bibliografico irdo auxiliar na elucidacdo das
estruturas que isoladas no extrato metandlico das folhas da espécie Justicia paracambi.

Sobre a parte experimental, destaca-se que os procedimentos foram iniciados com a
fracdo de diclorometano obtida na particdo, onde foi possivel isolar uma substancia apds
sucessivos fracionamentos das amostras. Em seguida trabalhou-se com a particdo de acetato de
etila, obtendo-se duas substancias isoladas e uma mistura. Cabe dizer que outros fracionamentos

seguem sendo realizados para que se obtenha o isolamento de outras substancias.
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