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Resumo

O estudo tem por objetivo descrever os resultados obtidos dos pardmetros de qualidade farmacogndstico, prospecgédo
fitoquimica, toxicidade por estudos in silico e in vitro das folhas da Justicia secunda vahl. As folhas foram secas e
pulverizadas, e os pdés foram submetidos a testes farmacognéstico de pH, indice de espuma, determinacéo de umidade
e densidade. Por meio de maceragdo com etanol obteve-se o extrato das folhas (EEF) e através de fracionamento por
refluxo obteve-se as fragcBes de hexano, diclorometano e metanol, seguido de prospecgdo fitoquimica do extrato
etandlico por meio de precipitagdo. Para os estudos in silico selecionou-se as moléculas Luteolina 7-O- [B-
glucopiranosil-(1—2)-p-ramnosil-(1—6)]p-glucopiranosideo , Luteolina-7-O Rutinoside, B -Sitosterol, Campesterol,
Friedelinol, lupeol, justiflorinol e apigenina onde utilizou-se os programas Marvin JS, PreADMETox e OSIRIS, para
avaliacdo dos aspectos toxicolégicos da espécie associado ao teste in vitro frente Artemia Salina L. Os p6s foram
classificados como moderadamente grossos, com teor de umidade dentro dos pardmetros recomendados, com
presenca de saponinas, pH neutro e baixa densidade. Na prospec¢do fitoquimica foram detectados flavonoides,
cumarinas, terpenos e esteroides, taninos e depsideos e depsonas. Dentre as moléculas avaliadas B -Sitosterol,
Campesterol, Friedelinol ndo foram mutagénicas, apigenina e luteolina-7-O-rutinosideo ndo sdo carcinogénicas. O
EEF e as fragOes apresentaram baixos niveis de toxicidade frente ao teste de Artemia salina.

Palavras-chave: Sanguinaria; Toxico; Estudo in silico.

Abstract

The study by objective describes the results of the quality studies. The leaves were dried and pulverized, and the
powders were selected for pharmacognostic tests for pH, foam index, moisture determination and density. From
maceration of maceration with ethanol, the extract of the leaves obtained (E) and through the fractions of maceration,
dichlorom of half hexanol, followed by prospection phytoethanolic by half-ethane and chemical reflux methane by
reflux. For in silico studies, Luteolin 7-[Bglucopyranosyl]-(1—2)-pramnosyl-(1—6)B-glucopyranoside, Luteolin-7-O
Rutinoside, B-Sitosterol, Campesterol, Friedelinol , lupeol, justiflorinol and apigenin the programs Marvin JS,
PreADMETox and OSIRIS were used to evaluate the toxicological aspects of the species associated with the in vitro
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test against Artemia Salina L. of humidity within the parameters recommendations, with low density and neutral pH.
In phytochemical analysis, flavonoids, coumarins, terpenes and steroids, tannins and depsones were detected. Among
the non-genic genetics, p -S-Campesterol, Friedelinolforam, apigenin and luteolin7-O-carcinoside are not carcinogens.
The EEF and the fractions showed levels of toxicity against the Artemia salina test.

Keywords: Sanguine; Toxic; In silico study.

Resumen

El estudio por objetivo describe los resultados de los estudios de calidad. Las hojas se secaron y pulverizaron, y los
polvos se seleccionaron para pruebas farmacondsticas de pH, indice de espuma, determinacion de humedad y
densidad. A partir de maceracién de maceracion con etanol, se obtuvo el extracto de las hojas (E) ya través de las
fracciones de maceracion, diclorom de mitad hexanol, seguido de prospeccion fitoetandlica por mitad de etano y
metano de reflujo quimico por reflujo. Para los estudios in silico, 7-[B-glucopiranosil]-(1—2)-Bramnosil-(1—6)B-
glucopirandsido, Luteolin-7-O Rutinoside, B-Sitosterol, Campesterol, Friedelinol, lupeol, justiflorinol y Se utilizaron
los programas apigenin Marvin JS, PreADMETox y OSIRIS para evaluar los aspectos toxicoldgicos de las especies
asociadas al ensayo in vitro contra Artemia Salina L. de humedad dentro de los parametros recomendados, con baja
densidad y pH neutro. En el analisis fitoquimico se detectaron flavonoides, cumarinas, terpenos y esteroides, taninos y
depsonas. Entre las genéticas no geénicas, el B-S-campesterol, el Friedelinolforam, la apigenina y la luteolina-7-O-
carcinosido no son cancerigenos. El EEF y las fracciones mostraron niveles de toxicidad frente a la prueba de Artemia
salina.

Palabras clave: Optimista; Téxico; Estudio in silico.

1. Introducéo

A Justicia secunda vahl popularmente conhecida como folha da vida, sanguinaria, planta camarao, cascajera, insulina,
cura tudo ou trés ave marias, pertence ao filo Magnoliofita e a familia Acanthaceae. Os géneros dessa familia possuem um
grande potencial de adaptacdo possibilitando que elas sejam encontradas em paises da América Central e América do Sul,
como o Brasil (Zambrano & Bustamante, 2017; Escobar & Flores, 2019; Lopes et al., 2022).

Estudos etnobotonanicos demonstram que a J. secunda é amplamente empregada para o tratamento de distlrbios
hematoldgicos, como anemias, para doencas respiratorias e gastrointestinais, assim como diversos episddios inflamatorios
(Neba et al., 2020; Onochie, 2020; Araljo et al., 2021). Além disso, a espécie ja foi submetida a estudos para a avaliagdo da
atividade como antipirético, assim como utilizagdo no tratamento de calculos renais e aplicabilidade na etnoveterinaria (Lopes
et al., 2022; Anarado, 2021).

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada utilizando testes como, o edema de pata induzido por carragenina e
atividade antinociceptiva em testes de formalina, também foi avaliado o nivel de contor¢cdo abdominal induzida por &cido
acético e o teste de movimento de cauda. Assim, o extrato metandlico obtido das folhas da J. secunda apresentou atividade
anti-inflamatorias, nas doses de 0,1, 0,2 e 0,4g/kg, sendo observado um maior efeito inibitério na menor concentracdo. Ja no
teste da formalina foi avaliado apenas a fase 2, sendo observada uma redugdo no tempo de lambida da pata na maior dose do
extrato. Também, no ensaio de contor¢do abdominal houve uma relagdo dose dependente, sendo a maior inibicdo na maior
dose. Engquanto que no teste movimento da cauda houve um discreto aumento no tempo de retirada da pata na chapa quente,
em especial, na maior dose. Também foi avaliada a capacidade antioxidante deste extrato utilizando o teste do DPPH, na
concentracdo de 400ug/mL apresentou um efeito antioxidante de 54,07% (Onoja et al., 2017).

Quanto a atividade antibacteriana, sobre o Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa e Eschericha coli, dos extratos etandlico, metandlico e aquoso das folhas da J. secunda foi avaliada
através do ensaio de difusdo em Agar (concentracdo de 150 mg/mL), sendo observados halos de inibicéo inferiores aos dos
controles positivos (Ayodele, et al., 2020). Diante disso, estudos de prospecgdes fitoquimicas da espécie detectaram a presenca
dos seguintes metabdlitos: alcaloides, ligninas, flavonoides, taninos, polifendis, leucoantocianinas, quinonas, antocianinas e
terpenos (Zambrano & Bustamante, 2017; Umoh et al., 2020).
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Em relacéo a essas substancias do extrato de diclorometano das folhas da J. secunda ja foram isolados compostos
como: auranamida e acetato de aurantiamida (Theiler et al., 2014). Outros compostos isolados de extratos das folhas: luteolina
7-O-[Bglucopiranosil-(1—2)-B-ramnosil-(1—6)] p-glucopiranosideo, luteolina 7-O-[B-apiofuranosil-(1—2)]-p-xilopiranosideo
(Koffie et al., 2013), kaempferol-3-O-cumaroil glicosideo, justiflorinol, luteolina-7-O-rutinosideo, apigenina 6-C-glicosideo-7-
Oramnaosil-hexosideo, quercetina-7-O-glicosideo-3-0-rutinosideo, apigenina-7-O-neohesperidoside, naringenina-7-
Orutinosideo, lupeol, campesterol, B-sitosterol e friedelinol (Koffie et al., 2020).

Todavia, apesar de alguns estudos bioldgicos da Justicia secunda vahl., ainda ha caréncia de estudos que avaliaram o
potencial toxico desta espécie. Diante disso, o estudo em questdo avaliou os parametros farmacogndsticos da droga vegetal J.
secunda, bem como realizou prospeccéo fitoquimica do extrato de sua folha, seguida por avaliacdo preliminar da toxicidade

por meio de testes in silico e in vivo do extrato etanélico e suas fracdes.

2. Metodologia
2.1 Coleta e processamento do material vegetal

A planta foi coletada no municipio de Belém - PA e identificada por um especialista no herbario da Embrapa
Amazébnia Oriental, onde foi realizado deposito de exsicata no mesmo local com o nimero de registro IAN 200.836. Em
seguida o material vegetal foi lavado e higienizado, bem como seco em estufa de ar circulante a 37-40° C por

aproximadamente 7 dias, transcorrido esse periodo o mesmo foi pulverizado em moinho de facas, obtendo o p6 das folhas.

2.2 Estudo Farmacognéstico

O po obtido das folhas de J. secunda foi submetido a estudos de caracterizacdo farmacogndstica, onde realizou-se a
determinacdo dos parametros de densidade (Lachman, Lieberman e Kanig, 2001), granulometria, pH, teor de umidade relativa
em balanca de infravermelho e indice de espuma de acordo com a Farmacopéia Brasileira 6° edi¢do (2019). Todos os testes

foram realizados em triplicata.

2.3 Estudo Fitoquimico

Para obtencdo do extrato etandlico (EEF), o p6 das folhas foi submetido & extracdo por maceracdo exaustiva na
proporg¢do adequada com etanol (1:10 p/v). Posteriormente o EEF foi submetido a fracionamento por sistema de refluxo, com
solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano e metanol onde obteve-se as fraces de hexano (FrHex), de dicloro
metano (FrDcm) e metanol (FrMet) (Vale et al., 2015).

O extrato foi submetido a analise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR) e a
prospecgdo fitoquimica através do método colorimétrico de reacdo de precipitacdo (Barbosa et al., 2004). Dessa forma, por
prospecgdo foram pesquisadas as seguintes classes de metabdlitos: flavonoides, triterpenos e esteroides, cumarinas, saponinas,
polifendis, alcaloides, taninos e antraquinonas.

Para a pesquisa de flavonoides, dissolveu-se 50mg do extrato em 10mL de metanol, seguida de filtragem e adicéo
cinco gotas de &cido cloridrico (HCI) e raspas de magnésio. O surgimento de uma coloragdo rosea na solucéo indica reagdo
positiva. No caso das saponinas, foram dissolvidos 25mg do EEF em 5mL de agua destilada em um tubo de ensaio o qual foi
agitado vigorosamente durante 2min em tubo fechado. Avaliando a formag8o da espuma a qual em caso de permanéncia
estavel (1 cm de altura), mesmo apds 30 minutos, serve como indicativo para a presenca de saponinas (Barbosa et al., 2004).

Para a pesquisa de polifendis e taninos, o extrato bruto (25mg) foi dissolvido em 5mL de &gua destilada, o qual foi
filtrado e adicionado 1 a 3 gotas de solucdo alcodlica de FeCI3 a 1%. Qualquer mudanca na coloracdo ou formacdo de
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precipitado como indicio de reagdo positiva, quando comparado com o teste em branco (dgua + Sol. De FeCl 3). Assim, o
aparecimento de coloracdo inicial entre o azul e o vermelho, é considerado positivo para presenca de fendis, de precipitado
escuro de tonalidade azul, indica presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e verde, presenca de taninos catéquicos
(Barbosa et al., 2004).

Em relacdo aos triterpenos, 50mg do extrato seco foi diluido em 10mL de cloroférmio, filtrado sobre carvéo ativado e
transferido para um tubo de ensaio completamente seco. Foi adicionado 1mL de anidrido acético e agitado suavemente, em
seguida, se adicionou cuidadosamente, 3 gotas de H 2 SO 4 concentrados e retornado a agitagao suave. O resultado esperado
foi o rapido desenvolvimento de cores que véo do azul evanescente, ao verde persistente que indicam resultado positivo. Para
antraquinonas 25mg do extrato seco foi diluido em 5mL de tolueno, filtrado e adicionado 2mL de solucdo de NH 4 OH & 10%,
e agitado suavemente. O resultado deveria ser aparecimento de coloracdo résea, vermelha ou violeta na fase aquosa, indicando
reacdo positiva (Barbosa et al., 2004).

J4 para deteccdo de alcaloides, 25mg do extrato seco foi dissolvido em 5mL de solu¢do de HCI a 5%, filtrado e
separado em trés porgbes de 1mL em tubos de ensaio, e adicionado gotas dos reativos: Reativo de Bouchardat, onde o
resultado esperado era aparecimento de precipitado laranja avermelhado e Reativo de Dragendorff, onde se esperava
precipitado vermelho tijolo. Para as cumarias 25mg do extrato seco foi diluido em 5mL de éter etilico, concentrado em banho
Maria a 40°C até sobrar 0,5mL. Em papel filtro, foi aplicado gotas da solucdo etérea, de modo a formar duas manchas de
aproximadamente 1cm de didmetro cada. A uma destas, foi adicionado 1 gota de solugdo de NaOH a 1N e um parte da mancha
foi coberta com papel escuro e a outra exposta em luz ultravioleta, o resultado esperado era o aparecimento de fluorescéncia
azul na parte exposta da mancha, indica reagdo positiva (Barbosa et al., 2004).

Para o FTIR foram analisadas aliquotas do extrato etanélico da folha (EEF) pela técnica Total Reflection and Internal
Reflection (ATR), sobre leituras na faixa de 400 cm-1 a 4000 cm-1 em ATR bem como analisadas por espectroscopia no
infravermelho usando um espectrofotdmetro de infravermelho, no modelo Fourier Transform Infrared Spectrophotometer
(FTIR), Shimadzu ® IR Prestige-21.

2.4 Avaliacdo de Toxicidade
2.4.1 Bioensaio em Artemia salina

O ensaio com Artemia salina Leach foi realizado a partir de adaptacdo da metodologia de Meyer et al, onde para a
ecloséo dos cistos foi utilizada uma solucédo de sal marinho e agua destilada (35 g/L), além de hidrdxido de sédio (NaOH) a 0,1
mol/L para ajuste de pH (9,0-10). Foram adicionados a solu¢do 20 mg de cistos do microcrustaceo, ambientados sob controle
de luz e temperatura de 27°C a 30°C, e incubados por 24h até eclosdo dos metanauplios utilizados no bioensaio.

Além disso, foi realizado dilui¢des seriadas a partir do extrato e das fragdes (FrMetF, FrDcmF e FrHexF), nas
concentragfes de: 5000; 2500, 1250, 625 e 312,5 pg/mL, tendo como controle negativo (CN) agua salina contendo
dimetilsulfoxido (DMSO) e como controle positivo uma solucéo de paracetamol na concentragdo de 800 mg/L. Nesse sentido,
0 ensaio foi realizado em quintuplicata onde se adicionou 10 crustaceos em cada tubo de ensaio, além dos grupos controle,
sendo mantidos por mais 24h. Apos os periodos, foi feita a contagem das artemias vivas e mortas para poder determinar a
Concentracao Letal de 50% (CL50) (Meyer et al., 1982).

Para o célculo da CL50 utilizou-se a ferramenta online IC50 calculator e considerou-se atdxico quando a CL50 for
acima de 1000 pg/mL , baixa toxicidade quando superior a 500 ug/mL, moderada entre 100 a 500 pg/mL e muito toxico
quando a CL50 for inferior a 100 ug/mL (Amarante et al., 2011). E para o percentual de mortalidade utilizou -se a formula de
Candido et al (2017).
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2.4.2 Estudos In silico

Para selecdo de moléculas realizou-se uma breve reviséo de literatura, onde foram selecionadas moléculas detectadas
nas folhas da J. secunda e que pertencessem as classes de metabdlito detectadas neste estudo possuindo potencial bioldgico ou
atividade bioldgica relatada. Diante disso, para este estudo foram utilizados os programas Marvin Js para desenhar as estruturas
quimicas, ADMETox (versdo 2.0 Copyright© 2005; Preadmet, 2021) para as predi¢Ges toxicolégicas em organismos marinhos
em associacdo com a ferramenta online OSIRIS para a predigdo de efeitos tdxicos, especificamente mutagenicidade
tumorigenicidade, efeitos irritantes e na reproducdo humana realizando as analises a partir de um algoritmo preditivo baseado
em fragmentos estruturais de compostos que possuem e ndo possuem os efeitos mencionados, sendo os resultados expressos
em negativo e positivo para todos os pardmetros analisados.

Em relacdo a avaliacdo dos critérios toxicidade de organismos marinhos, considerou-se 0s seguintes parametros:
toxicidade em algas: toxico < 1mg/L e ndo toxicos > 1 mg/L (Costa et al., 2008); toxicidade em Daphnia sp.: téxico < 0,22
pg/mL e ndo toxico > 0,22 pg/mL (Guilhermino et al., 2000); toxicidade em peixes Medaka e Minnow: muito toxico < 1mg/L,
toxico entre 1-10 mg/L, prejudiciais 10-100 mg/L e ndo toxico > 100 mg/L (Zucker, 1985). Para a predi¢do de
carcinogenicidade dos compostos em roedores (Rodent Carcinogenicity) foi realizado a partir dos dados da National
Toxicology Program (NTP) e FDA (Food and Drug Administration), sendo os resultados expressos em: carcinogénico
(positivo) e ndo carcinogénico (negativo).

Para a predicdo de mutagenicidade utilizou-se do teste de ames, em que estirpes de Salmonella typhimurium (TA98,
TA100, TA1525) com alteracdo do gene da histidina foram testadas. A varidvel a ser testada é a capacidade do agente
mutagénico provocar reversao para 0 crescimento em meio sem histidina (Ames et al., 1875). Para a interpretacdo dos
resultados deste teste considerou-se positivo quando houver reversdo da mutagdo em uma ou mais bactérias em meio sem
histidina e negativo quando ndo se observar reversdo da mutacdo nas mesmas. Para falso positivo, ou seja, ndo houver reversao

da mutacdo em nenhum clone da bactéria e mesmo assim o programa classificou mutagénico, o resultado foi desconsiderado.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Estudo Famacognéstico

As andlises granulométricas do p6 das folhas de J. secundam demonstram que tal material possui um pé
moderadamente grosso (Tabela 1), uma vez que houve a passagem de praticamente todo o p6 pelo tamis de malha nominal de
710 pm, ficando retido mais de 40% no tamis de 250 pm de acordo com a descrigdo da Farmacopeia Brasileira (2019).

Tabela 1. Analise de Granulometria do p6 das folhas da J. secunda.

Abertura nominal da malha Meédia % + desvio padréo
Folha

1,70 mm 1,56 +0,14
710 pm 14,76 £ 1,20
250 pm 60,48 £ 0,99
180 um 11,6 +1,48
125 pm 4,9 +0,26

Tubo Coletor 7,72+1,23

Fonte: Autores.

Assim na Tabela 1 se deve observar que no Tamis de 250 um houve uma retencdo de 60,48% do pd, caracterizando-o

como moderadamente grosso. Diante disso, sabe-se que a anélise granulométrica objetiva demonstrar o tamanho das particulas
5
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possibilitando avaliar a interagdo entre o material vegetal e o solvente durante o processo de extracdo, influenciando
diretamente no mesmo. Uma vez que pds finos (que possuem particulas muito finas) ndo possuem tanta permeabilidade, por
isso tendem a compactar e pds muito grosso diminuem a superficie de contato interferindo na eficiéncia do processo. Diante
disso os p6s moderadamente grossos, como a da J. secunda demonstra uma vantagem por apresentar tanto uma boa superficie
de contato como menor compactacdo de particulas, melhorando a eficiéncia da extracdo (Cardoso, 2017; Do Nascimento,
2017).

Quanto ao padrédo de densidade do pd se obteve um resultado de 0,300 g/mL (Tabela 2) considerado baixo quando
comparado com o padrdo para solidos e liquidos, a agua (1 g/mL). Dessa forma, é possivel inferir que o pé da planta ocupa um
volume maior o que influéncia na producdo do extrato, significando que se faz necessario uma quantidade elevada de solvente
durante o processo extrativo visando evitar que as particulas do p6 flutuem diminuindo a superficie de contato, e
consequentemente, o rendimento do extrato (Kakazu et al., 2020).

O teor de umidade relativa foi de 10,4% (Tabela 2), enquadrando-se nos limites preconizados pela Farmacopeia
Brasileira (8-14%) para material vegetal. Assim, é possivel inferir que os pds da folha da J. secundam possui uma estabilidade
quimica e microbioldgica considerada aceitavel, o que reduz a possibilidade de desenvolvimento de fungos e bactérias assim
como processos de deterioracdo dos compostos quimicos da espécie por hidrolise e atividade enzimatica (Cidade et al, 2018;
Silva, 2018).

Quanto ao indice de espuma dos p6s analisados, se obteve em alguns tubos uma espuma com tamanho superior a 1cm
determinando um indice de espuma maior que 100 (Tabela 2), sendo considerado positivo para saponinas (Farmacopeia
Brasileira,2019). Quando se relaciona este resultado ao obtido na prospeccéo fitoquimica, onde também se detectou saponinas,
fortalece a hip6tese que este metabolito esteja presente nas folhas da J.secunda.

A andlise do potencial hidrogeni6nico (pH) demonstrou um pH neutro (pH 7,08) (Tabela 2), sugerindo que o pé das
folhas dessa planta possui compostos de carater alcalinos ou fracamente &cidos. Além disso, nesta planta foram detectados os
metabolitos secundarios: taninos, saponinas, flavonoides, triterpenos e cumarinas, tal complexidade de metabolitos pode ser
responsavel por esse pH.

A realizagdo dos estudos farmacogndsticos visam assegurar a qualidade da matéria-prima, possibilitando caracterizar
0s pos da espécie em questdo objetivando conhecer quais as condi¢des ideias para se trabalhar com o material vegetal para que

se obtenha resultados favoraveis (Quaresma et al., 2021; Silva et al., 2022).

Tabela 2. Andlise farmacogndstica do pd da folha de J. secunda.

Paréametro Média * Desvio padréo
Perda por dessecacéo (%) 10,4 +0,3
pH 7,08 £ 0.62
indice de espuma >100
Densidade do pd (g/mL) 0,300 £ 0,010

Fonte: Autores.

Na Tabela 2 podemos verificar os valores obtidos em cada teste analise farmacognostica que foram discutidos acima.
Nesse sentido, os resultados obtidos demonstraram que a matéria prima possui qualidade para prosseguir para as proximas

etapas.
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3.2 Estudos fitoquimicos

Em relacdo ao rendimento do extrato etanolico e das fracdes das folhadas da J. secunda se obteve um percentual de
9,16% para o EEF; 5,26% para a FrHex; 1,62% para a FrDcm e 30,89% para a FrMet (Tabela 3). Outro estudo realizado com a
espécie, utilizando um método de maceracdo exaustiva, obteve um rendimento 6,35% de extrato das folhas (Proventi, 2018),
demonstrando que o0 processo extrativo deste trabalho é mais eficiente podendo estar relacionado as diferencas de

granulometria dos p6s e quantidade de solvente utilizada.

Tabela 3. Percentual de rendimento do extrato etanélico e fragdes da J. secunda .

Amostra Rendimento
EEF 9,16%
FrHex 5,26%
FrDcm 1,62%
FrMet 30,89%

Legenda: EEF: extrato etandlico das folhas; FrHex: fracdo de hexano; FrDcm: Fracgéo de diclorometano e FrMet: Fragdo de metanol.
Fonte: Autores.

Os valores obtidos na Tabela 3 demonstram o rendimento ndo s6 do extrato como de cada fragdo obtida através do
fracionamento sobre refluxo de forma a quente com solventes de polaridade crescente, demonstrando que solventes de maior
polaridade produzam um maior rendimento devido a sua similaridade com os compostos contidos na espécie.

Quanto a abordagem fitoquimica realizada com o extrato da folha permitiu detectar a presencga de saponinas, taninos,
flavonoides, terpenos e derivados de cumarina (Tabela 4). Outro estudo, realizado com extrato etandlico da J. secunda,
detectou metabolitos semelhantes aos deste estudo (Do Nascimento Junior et al., 2020; Pérez & Ruiz, 2021; Ldpes et al., 2022;
Ajuru,2021). Contudo, outra pesquisa realizada com extrato obtido das folhas da J. secunda detectou a presenca de alcaloides,
antraquinonas, glicosideos cardiacos e lignanas que ndo foram encontradas nessa pesquisa (Ayodele, et al., 2020). Essas
diferencas entre substancias quimicas podem decorrer devido haver divergéncia entre os locais de coleta em relagdo a

sazonalidade, disponibilidade hidrica e caracteristica do solo.

Tabela 4. Propesc¢do fitoquimica do extrato etandlico da folha da J. secunda Valh .

Classe Quimica Prospeccéo Fitoquimica do EEF
Taninos +
Flavonoides +
Triterpenoides e esteroides +
Derivados das cumarinas +
Alcaloides -
Antraquinonas -
Saponinas +

Legenda: (+) presenca; (-) auséncia Fonte: Autores.

As substancias encontradas na espécie vegetal como demonstrada na Tabela 4, possuem dentre elas metabolitos com
funcbes muito conhecidas e que provavelmente sdo responsaveis pelas atividades farmacol6gicas descritas na literatura, a
exemplo dos flavonoides que sdo conhecidos por sua atividade oxidantes e terpenos por desenvolver atividade anti-
inflamatoria.

As analises por FTIR do extrato etandlico demonstraram bandas na faixa de 3.306 cm-1 sugestiva da presenca de
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aminas secundarias (-NH2), em 2.923 e 2.853 cm-1 onde sugerem a presenca de alcanos (—-C—H) (Tabela 5; Figura 1) , na
faixa de 2.360 cm-1 sugestivo de grupamentos alcinos e nitrilas (-C=C—, C=N), assim como na faixa de 1.614 cm-1 0 que
sugere a presenca de grupamento carbonila (R2C=0), na faixa de 1.400 cm-1 sugestivo de compostos aromaticos (—-C=C-) e
na faixa 1.030 cm-1 sugestivo de aminas alifaticas (estiramento C-N) (Thirumagal & Jeyakumari, 2020). Nesse sentido, a
presenca de grupos funcionais como anéis aromaticos e compostos hidroxilados sdo comuns em compostos fendlicos como
flavonoides e cumarinas bem como terpenos e esteroides, 0 que sugere a presenca desses compostos no extrato e nas fracdes
(Shamili e Santhi 2019). As demais fungdes sugerem a presenca de metabolitos da classe das saponinas e taninos corroborando

com os achados na triagem fitoquimica supracitada (Figura 1; Tabela 5).

Figura 1. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier do EEF de J. secunda Valh.
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Fonte: Autores.

O extrato da folha da J.secunda apresentou uma diversidade de bandas quando passados no FTIR o que pode ser de

grande auxilio para identificacdo da presenca dos metabolitos contidos na espécie facilitando tal identificacao.

Tabela 5. Regides de absorcdo de ligacdo das moléculas do po

Bandas (cm™) Tipo de ligagéo
3.306 —NH2
2.923 -C-H
2.853 _C-H
2.360 —-C=C-, C=N
1.614 R2C=0
1.400 -C=C-
1.030 C-N

Fonte: Autores.

As bandas selecionadas foram para maior esclarecimento do estudo foram aquelas que se encontravam mais fortes
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culminando na descoberta da presenca de fungbes organicas possibilitando realizar um comparativo com a analise de
prospeccdo e assim afirmar com mais convicgdo a presenca dos metabolitos que foram encontrados na espécie e anteriormente
citados.

Assim, a partir das analises quimicas (prospeccao por precipitacdo e FTIR) observou-se nas folhas da J. secunda pode-
se sugerir que este extrato deva conter flavonoides, lignanas, terpenos e esteroides. Outros estudos quimicos isolaram
compostos pertencentes a estas classes, sendo as substancias relatadas com maior frequéncia: B. Sitosterol, campesterol,
Friedelinol, Lupeol no estudo Provensi, (2018) e Aragén (2020), Justiflorinol, luteolina-7-O rutinosideo no estudo de Koffie et
al. (2020); apigenina Luteolina 7-O-[-glucopiranosil-(1-'2)-ramnosil-(1-'6)]-glucopiranosideo (Koffie et al, 2013). Desta forma,

foram selecionadas as seguintes moléculas (Figura 2).

Figura 2. Metabdlitos isolados de J. secunda vahl.

Legenda: (A) apigenina; (B) B. Sitosterol; (C) Campesterol; (D) Friedelinol; (E) Justiflorinol; (F) Lupeol; (G) luteolin-7-O rutinoside; (H)
Luteolin 7-O-[-glucopyranosyl-(1a}°2) - -rhamnosyl-(14}°6)] -glucopyranoside. Fonte: Autores.

A Figura 2 demonstra os metabolitos selecionados dentre se tem compostos das classes que foram encontradas em

prospeccao fitoquimica tendo substancias das classes: flavonoides, esteroides e terpenos.

3.3 Avaliacédo de Toxicidade
3.3.1 Bioensaio por Artemia salina

No que diz respeito ao teste de toxicidade em Artemia salina dos extratos e fracfes das folhas da J. secunda se obteve
uma CL50 entre as concentracdes de 5000 e 2500 pg/mL para o EEF e para a FrMet. Enquanto que, para as FrHex e FrDcm se
obteve uma CLsp entre as concentrages de 2500 a 1250 pg/mL. Diante disso, considerando a CLsy pode-se sugerir que o
extrato e suas frages sdo considerados atoxicos (CLso > 1000 pg/mL) (Tabela 6). Um estudo realizado com o extrato aquoso
das folhas da J. secunda frente a Artemia salina identificou niveis semelhantes de toxicidade, onde tanto o extrato quanto a
fracdo metandlica apresentaram niveis de toxicidade menores do que a fragdo de diclorometano (Lopes et al, 2022). Além

disso, a mortalidade dos extratos de plantas pode estar diretamente ligada a dois fatores: a presenca de metabolitos prejudiciais
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as artemias como, taninos, saponinas, terpenos e cumarinas, presentes na J. secunda e também as concentragdes testadas
(Cantillo et al., 2007; Salgueiro et al., 2018).
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Tabela 6. Avaliag8o da toxicidade de EEF e fracGes das folhas de J. secunda frente a A. salina .

Concentracdes do extrato (ng/mL CLso (ng/mL) Média Mortos% Intervalo de confianga (95%)

5000 64,6 +11,7 36,7 67,2-61,9
2500 21,3+10,2 74 23,6-18,9
EEE 1250 2939 20,6 £9,0 8,16 22,6-185
625 8,6 £8,3 20,4 10,4-6,7

3125 10+£7,2 18,9 11,6-83
5000 58+19,2 36,7 62,3 53,6
2500 20£2 2,6 20,4-19,5

Frmet 1250 2866 15311 7,4 15,5-15
625 153+5 7,4 16,4 -14,1
3125 21311 1,3 215-20,2

5000 90,6 7 86,3 92,1-89

2500 56,6 £ 20 51,6 61,152

ErHex 1250 2577 33,3+16,2 27,8 37-30
625 28,6 +13,3 232237 31,6-255
3125 293+14 32,4-26,1
5000 9137 87 92,8-89,7

2500 70+144 65,3 73,2-66,7

FrDcm 1250 1503 446+16,1 39,3 48,2 -41
625 31,3+155 258 34,8-27,7

312,5 16,6 £ 10 10,8 18,8 -14,3

Parametros: >1000 pg/mL atoxico; >500 pg/mL baixa toxicidade; de 100 a 500 pg/m toxicidade moderada; muito toxico <100 pg/mL (Amarante et al., 2011)
Legenda: EEF: extrato etandlico das folhas; FrHex: fracdo de hexano; FrAct: fragdo de acetato de etila; FrDcm: Fracao de diclorometano e FrMet: Fragdo de metanol. DL50: Dose letal de 50%. Fonte:
Autores

A Tabela 6 demonstra as concentracdes letais encontradas no bioensaio de Artemia salina onde forma encontrados valores acima do considerado toxico para esse
teste demonstrando que a espécie vegetal em estudo possui um carater ndo toxico para 0s metanauplios em questdo.
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3.3.2 Predicao de toxicidade

Apesar do extrato e fragdes ndo terem demonstrado efeito tdxico em A. salina, é importante verificar se 0s compostos
presentes nesta espécie possuem potenciais toxicos. Uma estratégia inicial para realizar esta avaliacdo é a utilizacdo de
estudos in silico, que permitem predizer a toxicidade em diferentes modelos.

Mediante avaliacdo de toxicidade em organismos marinhos, todas as moléculas apresentaram toxicidade para algas,
quase todas foram toxicas para crustdceos Daphnia, com exce¢do das moléculas Luteolina 7-O- [B-glucopiranosil-(1—2)-
Bramnosil-(1—6)]B-glucopiranosideo e luteolina-7-O rutinosideo. Quanto a andlise de toxicidade em peixes todas as
moléculas apresentaram resultados similares para ambas as espécies de peixes (Medaka e Minnow), as moléculas apigenina e
justiflorinol foram muito toxicas (< 1mg/L), enquanto que P -sistosterol, campesterol, friedelinol e lupeol se mostraram
toxicas (1-10 mg/L toxico). A luteolina-7-O rutinoside se apresentou toxica para a espécie Minnow e prejudicial para espécie
Medaka, ja& a molécula luteolina 7-O- [B-glucopiranosil-(1—2)-p-ramnosil-(1—6)]p-glucopiranosideo foi a Unica que
apresentou valores considerados ndo toxicos (> 100mg/L) (Tabela 7). Nesse sentido, em relagdo a toxicidade encontrada nas
espécies de peixes a causa mais provavel deve estar na dupla exposi¢do as substancias, pelo contato branquial direto pela
respiracdo e a pela ingestao de algas contaminadas, culminando em niveis de toxicidade varidvel (Silva Chagas et al., 2021).

Estes resultados, apesar de preliminares, permitem sugerir que as substancias apigenina, justiflorinol, p -sitosterol,
campesterol, friedelinol e lupeol podem ocasionar efeitos toxicos subcrénicos e crdnicos. Os testes em organismos marinhos
visam avaliar pardmetros iniciais de intoxicagao aguda, subcronica e cronica possibilitando predizer o possivel comportamento
dos compostos (Venturi, 2018).

Em relacdo a carcinogenicidade em camundongos os seguintes compostos apresentaram potencial: [3-sitosterol,
campesterol e o luteolina 7-O- [B-glucopiranosil-(1—2)-B-ramnosil-(1—6)]B-glucopiranosideo. Também houve predigdo de
carcinogenicidade em rato onde foi observada este efeito para apigenina, friedelinol e lupeol. Apenas 0s compostos
justiflorinol e luteolina-7-O-rutinoside ndo apresentaram potencial carcinogénico. Além disso, a luteolina-7-O-rutinosideo
mostrou-se ndo mutagénico, bem como o B-sitosterol, campesterol e friedelinol (Tabela 7). Baseado nos resultados da
carcinogenicidade e mutagenicidade, pode-se sugerir que o composto mais promissor para futuras avaliacdes de atividades

bioldgicas é o luteolina-7-O-rutinosideo.
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Tabela 7. Predicdo de toxicidade de compostos presentes em J. secunda .

) ) Carcinogenicidade Mutagenicidade
Algas Daphnia Minnow Medaka Camundongos Ratos Teste de Ames
Apigenina Toxico Toxico MT MT Negativa Positiva Mutagénico
B- Sitosterol Téxico Toéxico Toxico Téxico Positiva Negativa N&o mutagénico
Campesterol Téxico Téxico Téxico Téxico Positiva Negativa N&o mutagénico
Friedelinol Téxico Téxico Téxico Téxico Negativa Positiva N&o mutagénico
Justiflorinol Téxico Téxico MT MT Negativa Negativa Mutagénico
Lupeol Téxico Téxico Téxico Téxico Negativa Positiva Mutagénico
Luteolina 7-O- [B-glucopiranosil-(1—2)-B-ramnosil- Téxico _
(1—6)]p-glucopiranosideo NT NT NT Positiva Negativa Mutagénico
Luteolina-7-O Rutinoside Téxico NT Téxico Prejudicial Negativa Negativa N&o mutagénico

Parametros: Teste Algas: < Img/L toxico, > Img/L ndo toxico (Costa et al., 2008); Teste Daphnia: <0,22 pug/mL toxico, > 0,22 pg/mL ndo toxico (Guilhermino et al., 2000); Teste em peixes Medeka e
Minnow: < 1mg/L muito toxico, 1-10 mg/L tdxico, 10-100 mg/L prejudicial e > 100mg/L néo tdxico (Zuncker, 1985). Estas analises foram realizadas no

PREADMET.

Legenda: MT: Muito toxico; NT: Néo toxico Fonte: Autores.

A Tabela 7 traz a caracterizacdo das moléculas testadas e seus niveis de toxicidade, demonstrando que todas as moléculas possuem algum grau de toxicidade frente pelo menos
um modelo testado, isso mostra que toda molécula possui um potencial tdxico que deve ser conhecido e estudado para no futuro assegurar quais sdo seus efeitos toxicos e niveis de
seguranca.
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Diferente do ocorrido na analise utilizando o PREADMET, quando se avaliou a toxicidade no Osiris, observou-se
que B-sitosterol, campesterol, friedelina, lupeol e luteolina-7-O- rutinoside ndo foram mutagénicos, tumorigénicos, irritante e
nem possuem efeito sobre a reproducdo. Entretanto, a apigenina e justiflorinol mostraram potencial mutagénico somente
(Tabela 8). Quando se correlaciona os resultados obtidos, realmente, parece que o composto luteolin-7-O-rutinoside é o mais
promissor para futuras avaliacfes de atividades bioldgicas.

Tabela 8. Predicdo de toxicidade de compostos presentes J.secunda através do programa OSIRIS .

Mutagénico Tumorigénico Irritante Efeito
Reprodutivo

Apigenina Positivo Negativo Negativo Negativo
B-Sitosterol Negativo Negativo Negativo Negativo
Campesterol Negativo Negativo Negativo Negativo
Friedelinol Negativo Negativo Negativo Negativo
Justiflorinol Positivo Negativo Negativo Negativo
Lupeol Negativo Negativo Negativo Negativo
Luteolina-7-O Rutinosideo Negativo Negativo Negativo Negativo

Fonte: Autores.

Tabela 8 demonstra que as moléculas isoladas apesar de toxicas frente a modelos de organismos marinhos quando
testadas em relagdo a fragmentos estruturais de seus compostos apresentaram-se ndo toxicas e em sua maioria negativa para
todos os modelos de teste 0 que sugere o potencial da espécie para estudos futuros.

4. Concluséo

Em sintese, a droga vegetal se encontra dento dos pardmetros preconizados pela 6° edicdo da Farmacopéia brasileira e
tanto o extrato etandlico obtido das folhas de J. secunda quanto suas fracdes apresentaram baixo potencial toxico para a A.
salina, apesar da complexidade quimica deste extrato, onde se detectou a presenca de saponinas, taninos, flavonoides, terpenos
e derivados de cumarinas.

Em relagdo aos compostos ja isolados da espécie, pode-se sugerir que sdo toxicos para algas e crustaceos Daphnia,
sendo que alguns ainda apresentam um grau de toxicidade maior para espécies de peixes, Medaka e Minnow. Dois parametros
importantes que precisam ser observados sdo carcinogenicidade e mutagenicidade, sendo o composto com menor potencial a
luteolina-7-O-rutinoside. Baseado nesta predicdo, pode sugerir que este composto pode ser priorizado para estudos de
avaliacéo de atividades bioldgicas.

Assim, de acordo com os resultados encontrados a espécie parece ser promissora para testes futuros in vitro para
avaliar sua capacidade téxica visando avaliar sua capacidade citotoxica, genotoxica e mutagénica.
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