Conbracis

SEMI-QUANTIFICACAO DE POLIFENOIS, FLAVONOIDES E
TANINOS DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Libidibia ferrea
(Max. Ex. Tul.) L. P. Queiroz

Thiago Aradjo de Medeiros Brito (1); Herbert Igor Rodrigues de Medeiros (1); Rodrigo
Ribeiro Alves Caiana (2); Francinalva Dantas Medeiros (3)

tUniversidade Federal de Campina Grande — E-mail: thiago.farmacia.brito@gmail,com
'Universidade Federal de Campina Grande — E-mail: igorpls_15@hotmail.com

2Universidade Federal de Campina Grande — E-mail: rodrigoribeiroalves@hotmail.com

3Universidade Federal de Campina Grande — E-mail: francinalvamedeiros@gmail.com

Resumo: As plantas medicinais tém sido utilizadas ha séculos como alternativa de tratamento para
problemas de salde. Por esse motivo, muitas espécies de plantas e preparados vegetais medicinais sdo
alvos de estudos fitoquimicos para promog¢do do conhecimento quimiotaxondémico, isolamento dos
principios ativos, assim como pela obtengdo de outros materiais econdmicos tais como,
fitocosméticos, 6leos essenciais e praguicidas. Dentre 10 mil plantas medicinais nacionais, cerca de
1% foram alvos de estudos mais detalhados. A espécie Libidibia ferrea (Max. Ex. Tul.) L. P. Queiroz
é uma planta medicinal indicada para tratar feridas cutaneas, contusfes, asma, tosse cronica, diarreia e
bronquite. O seu potencial terapéutico em testes preliminares é notavel, embora pesquisas adicionais
em estudo fitoquimico sejam necessérias. Essa pesquisa, teve por intuito a identificacdo e
quantificagdo das principais classes de metabdlitos secundarios possivelmente relacionados com o uso
na medicina popular tradicional e consequente, confirmagédo do uso na medicina tradicional, promocao
do conhecimento quimitaxonémico e subsidio de pesquisas posteriores no fornecimento de novas
moléculas bioativas Uteis a sociedade. Para tanto, foi realizada a semi-quantificacdo do extrato
hidroalcodlico liquido produzido pelo método de maceracao de Libidibia ferrea (Max. Ex. Tul.) L. P.
Queiroz identificada e coletada no Centro de Educacéo e Saude da Universidade Federal de Campina
Grande, para polifenois totais, flavonoides e taninos frente a curvas de calibragdo produzidas nos
padrbes acido galico, quercetina e catequina, respectivamente. As analises fitoquimicas mostraram
maior e significativa presenca de polifenois totais seguidos de flavonoides, entretanto, ndo foi possivel
detectar e/ou gquantificar taninos.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas ha séculos como alternativa de tratamento
para problemas de salde.! Atualmente, muitas espécies de plantas e preparados vegetais
medicinais tiveram pesquisas fomentadas pelo objetivo de promover o conhecimento
quimiotaxondémico, isolamento de principios ativos, assim como, pela obtencdo de outros
materiais econdmicos tais como, fitocosméticos, 6leos essenciais e praguicidas.?3*°

No desenvolvimento dessas pesquisas se faz importante a fitoquimica (quimica dos
produtos naturais) a qual através de métodos extrativos e espectroscOpicos promove a
extracdo de constituintes quimicos, a realizacdo da triagem fitoquimica qualitativa e/ou
quantitativa  que  direcionam  0s  métodos
cromatograficos e espectroscopicos a um promissor (83) 3322.3222
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isolamento, purificacéo e caracterizagio estrutural dos metabélitos secundarios (MS).°

A triagem fitoquimica nos extratos revelam ainda, a presenca de MS essenciais a
justificacdo e adequacdo do uso na medicina popular e aplicagdes na pesquisa por moléculas
com atividade bioldgica uteis a sociedade, como compostos fendlicos, flavonoidicos e
taninos. Essa prospeccdo preliminar pode ainda complementar estudos sobre um grupo de
plantas medicinais nativas com suspeita de potencial farmacoterapéutico.’

Até 0 momento, pouco se conhece sobre a composi¢do quimica de 99,6% das plantas
da flora nacional, estimadas entre 40 mil a 55 mil espécies, sendo que 10 mil podem ser
consideradas medicinais, aromaticas e Uteis. Das espécies vegetais existentes no Brasil, menos
de 1% foram motivos de estudos adequados.®

A familia Fabaceae € considerada a terceira maior familia de angiospermas, sendo
composta por 727 géneros e 19.325 espécies de arvores, arbustos, videiras e ervas de
distribuidas por todo o mundo e dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosideae
e Papilionoideae.® No Brasil, 222 géneros e 2848 espécies constituem a familia Fabaceae.°

O género Libidibia (Caesalpinia) como € concebida atualmente, tem entre suas
espécies representativas a Libidibia ferrea (Max. Ex. Tul.) L. P. Queiroz, popularmente
conhecida como “juca ou “pau-ferro”, indicada popularmente para tratar de diversas afecc¢oes
a saude. Como exemplo, pode-se destacar: o tratamento de feridas cutaneas, contusGes, asma
tosse cronica, diarreia e bronquite, 111213

Ensaios farmacoldgicos com Libidibia ferrea (Max. Ex. Tul.) L. P. Queiroz
demostraram atividade analgésica, anti-inflamatoria, atividade inibitdria contra patégenos da
cavidade oral tais como, Candida albicans, Streptococcus mutans e atividade cicatrizante
embora, pesquisas adicionais para identificar e estudar componentes sejam necessarias, 0 que
justifica essa pesquisa.tt 14 1°

Vislumbrando os grandes beneficios decorrentes do uso de Libidibia ferrea (Max. EXx.
Tul.) L. P. Queiroz na medicina popular e a necessidade de novos estudos fitoquimicos para
comprovar as propriedades medicinais atribuidas a planta e subsidiar pesquisas posteriores na
descoberta de novas moléculas bioativas Uteis a sociedade, essa pesquisa teve por objetivo
promover a identificagdo e quantificacdo das principais classes de metabolitos secundarios
possivelmente relacionados com o uso de Libidibia ferrea (Max. Ex. Tul.) L. P. Queiroz na
medicina popular tradicional.

METODOLOGIA
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Os frutos de Libidibia ferrea (Max. Ex. Tul.) L. P. Queiroz foram coletados no
Centro de Educacdo (CES) da Universidade Federal de Campina Grande situada no acesso
Prof®. Maria Anita Furtado Coelho, localidade do Olho D’Agua da Bica, a 2 Km do Centro
do municipio de Cuité—PB, em 29 de maio de 2017. Esse procedimento foi realizado
através da supervisdo e acompanhamento do boténico Prof. Dr. Carlos Alberto Garcia
Santos (UFCG - Cuité), colaborador do projeto, que possui conhecimentos sobre a
localizagdo da espécie e época adequada de coleta. ApoOs esse processo foi feita uma
exsicata do material coletado, o qual encontra-se armazenado no Herbario do Centro de
Educacdo e Saude (CES), UFCG.

Para a preparacdo do extrato, os frutos foram higienizados com um tecido seco e
deixados em temperatura ambiente para a primeira secagem. VVagens consideradas escuras,

furadas ou inapropriadas foram descartadas.

Apbs 48 horas o material coletado foi transferido para uma estufa de circulacéo de
ar a 40 °C durante 72 horas e posteriormente triturado em moinho mecanico, fornecendo o
po6 da planta. Esse por sua vez, passou por um processo de tamisacdo em tamisador para
padronizacdo da granulometria. Os tamises utilizados apresentavam orificios de abertura

com diametro de 200 pm, 180 pum, 150 pm, 106 pm e 75 pum.

O po6 de granulometria entre 106-180 um foi selecionado por possuir o menor grau
de divisdo associado a um rendimento suficiente para as necessidades da pesquisa, sendo,
portanto, 120 g desse p6 submetido a maceracdo em 600 mL de uma solugcdo 50% v/v
H>O/EtOH durante 5 dias, nesse periodo o sistema era agitado a cada 24 horas. Ao término

do processo o material foi filtrado resultando no extrato fluido.

Para determinar a concentracdo do extrato utilizou-se uma adaptacdo da
metodologia farmacopeica de determinacgéo de residuo seco. Nesse processo, uma aliquota
de 1 mL do extrato liquido é transferida para uma cépsula de porcelana previamente
pesada. Em seguida, esse sistema tem seu volume reduzido a 1/3 com auxilio de
aquecimento em chapa aquecedora a 60 °C. As capsulas com contetdo reduzido a 1/3
foram secadas em estufa por 4 horas a 100 °C e transferidas ao dessacador até atingir a
temperatura ambiente. Posteriormente, o material teve seu peso aferido em balanca
analitica e foi submetido a secagem em estufa por 1 para posterior pesagem até o valor
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constante.

Para a realizacdo da semi-quantificacdo fitoquimica de polifendis, taninos e
flavonoides em microplacas, o extrato fluido foi diluido atraves do solvente metanol 1/20
da sua concentragdo inicial objetivando uma melhor resolucdo na espectrofotometria

UV/Vis através do leitor de microplacas.

O procedimento para polifenois consistiu na transferéncia de uma aliquota de 100
pL da solugdo diluida do extrato em quatro pogcos consecutivos na linha A de uma
microplaca. Em seguida, foi adicionado 50 pL de metanol nos demais pogos pertencentes
as colunas utilizadas. Realizou-se uma diluicdo seriada no sentido de A a H, retirando 50
uL e transferindo para o pogo seguinte, desprezando-se 50 pL no final de cada coluna.
Entdo, adicionou-se 150 pL de metanol ao branco e a amostra adicinou-se 100 pL do
reagente Folin-Ciocalteau tendo 2 minutos a temperatura como condicdo de eficiéncia
reacional. Em seguida adicinou-se 100 pL da solucdo de Na,COs deixando-a reagir por 10

minutos. Por fim, realizou-se a leitura das absorbancias em 757 nm.

Na producdo da curva de calibracdo adaptou-se o seguinte padrdo de variacdo de
concentracdes de solucdo padrdo: 5 pg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL,
30 pg/mL, 35 pg/mL, 40 pg/mL. A curva de calibracdo foi produzida através da
distribuicdo de 3 replicatas de cada solugdo padrdo de concentracdo especifica na placa
resultando no preenchimento de 24 pocos. Aos outros 24 pocos foi adicionado o branco. A
solucdo padrao foi constituida por 50 pL da solucdo de &cido galico de concentracdo
especifica, 100 pL da solucdo de Na,COs e 50 pL do reagente Folin-Ciocalteau. O branco
apresentou-se composto por 50 pL de metanol, 100 pL solucdo de Na>COz e 50 pL do
reagente Folin-Ciocalteau. A Leitura das absorbancias foi realizada em 757 nm.

O procedimento para flavonoides consistiu na transferéncia de uma aliquota de 200
puL da solugdo diluida do extrato em quatro pocos consecutivos na linha A de uma
microplaca. Em seguida, foi adicionado metanol nos demais pogos pertencentes as colunas
utilizadas. Realizou-se uma diluicdo seriada no sentido de A a H retirando 100 pL e
transferindo para o seguinte, despreza-se 100 pL no final de cada coluna. Entdo,
adicionou-se 100 pL de metanol ao branco e 100 pL de uma solucdo 2 % miv
AlClz/metanol. A leitura foi realizada na absorbancia de 415 nm.

(83) 3322.3222
contato@conbracis.com.br

www.conbracis.com.br




2

Conbracis

S

Na producdo da curva de calibracdo para flavonoides utilizou-se o seguinte
gradiente de concentragdes: 2 pg/mL, 6 pg/mL ,10 pg/mL, 14 pg/mL, 18 pg/mL, 22
pg/mL, 26 pg/mL, 30 pg/mL. A curva de calibragédo foi produzida através da distribuicéo
de 3 replicatas de cada solucdo padrdo de concentracdo especifica na placa resultando no
preenchimento de 24 pocos. Aos outros 36 pocos foi adicionado o branco. A solugéo
padrdo foi constituida por 100 uL da solucéo de quercetina mais 100 pL da solugdo 2 %
m/v AlCls/metanol. O branco apresentou-se composto por 100 puL de metanol mais 100 pL

da solucéo 2 % m/v AlCls/metanol. A Leitura foi realizada em 415 nm de absorbancia.

O procedimento para taninos consistiu na transferéncia de uma aliquota de 50 pL
da solucdo diluida do extrato em quatro po¢os consecutivos na linha A de uma microplaca.
Em seguida, foi adicionado metanol nos demais pog¢os pertencentes as colunas utilizadas.
Realizou-se uma dilui¢io seriada no sentido de A a H retirando 25 pL e transferindo para o
poco seguinte, despreza-se 25 pL no final de cada coluna. Entdo, foi adicionado ao branco
225 pL de metanol. Quanto a amostra adicionou-se, consecutivamente, 150 pL de vanilina
e 75 pL de HCI deixando-o reagir por 20 minutos a temperatura ambiente. A leitura das

absorbéancias foi promovida em 500 nm.

Na producdo da curva de calibracdo adaptou-se o seguinte padrdo de variacdo de
concentragdes: 1 pg/mL, 30 pg/mL, 60 pg/mL, 90 pg/mL, 120 pg/mL, 150 pg/mL, 180
pg/mL, 200 pg/mL. A curva de calibracdo foi produzida através da distribuicdo de 3
replicatas de cada solugdo padrdo de concentragdo especifica na placa. A solucdo padrao
foi constituida por 150 pL da solugdo de vanilina, 75 puL de HCI e 25 uL da solucédo de
catequina. O branco apresentou-se composto por 150 pL da solucdo de vanilina, 75 uL de

HCI e 25 pL de metanol. A Leitura foi realizada em 500 nm de absorbancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa possibilitou a obtencdo de um extrato hidroalcoolico bruto de coloragdo
marrom-escura. O seu rendimento foi estimado através da determinacdo de residuo seco
(Figura 1) que resultou em uma concentragdo do extrato de liquido de 11,29 % m/v por
meio da qual foi deduzido o seu rendimento aproximado de 67,74 g.
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Figura 1 — Capsulas com respectivas amostras para determinagéo de residuo seco
Fonte: Proprio autor

O extrato utilizado foi diluido a 5645 pg/mL. As curvas de calibracdo para
flavonoides (Figura 3), taninos (Figura 4) se mostraram suficientemente eficientes para a
semi-quantificacdo, embora a curva de calibracdo de polifenois (Figura 2) tenha sido a de

melhor coeficiente de correlacgdo linear.
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Figura 2 - Curva de calibracdo para detec¢do de polifenois
Fonte: Proprio autor
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Figura 4 - Curva de calibracdo para detec¢do de taninos
Fonte: Proprio autor

As andlises fitoquimicas de semi-quantificacdo demostraram maior quantidade de
polifenois (Tabela 1), seguido de flavonoides (Tabela 2). Entretanto, ndo foi possivel
detectar e quantificar a presenca de taninos. Kobayashi et al. (2015) em suas analises
fitoquimicas revelou a presenca de saponinas, acidos organicos, agucares redutores, fendis
e taninos, sesquiterpenolactonas e antraguinonas em
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extrato etandlico bruto (EEB) de Libidibia ferrea (Max. Ex. Tul.) L. P. Queiroz. A auséncia de
deteccdo de taninos no presente trabalho, pode ser explicada pelo padréo catequina ser
destinado a deteccio de taninos condensados®’ motivo esse, que nos leva a suspeitar que 0s
taninos sdo hidrolisaveis. O alto teor de polifenois detectados pelo padréo de acido galico
(mondmero de taninos hidrolisdveis) pode ser compreendido pela presenca majoritaria de

taninos hidrolisaveis, o que confirmaria o seu uso popular como cicatrizante.*218

Os flavonoides se mostraram detectaveis e quantificaveis. Tendo em vista, 0 seu
teor em extrato diluido, existe uma possibilidade de isolamento e purificagdo desses
metabolitos. A atividade antifertilidade é um dos efeitos colaterais mais limitantes na utilizacéo de
flavonoides como moléculas bioativas. Entretanto, Lucinda et al. (2010) demostrou que
administracdo a longo de prazo de extrato aquoso de Libidibia ferrea (Max. Ex. Tul.) L. P.

Queiroz ndo alterou significativamente o corpo vital e reprodutivo, o peso dos 6rgéos e a producéo

de gametas em experimento com ratos.

Tabela 1 - Quantificacdo de polifenois

1| 2,804667 35,06063329
2 | 2,538667 31,62111896
B 2,326333 28,87554173
4 | 2,055000 25,36706471
5 | 1,638333 19,97935429
6 | 1,029333 12,10467675
0,601000 6,566110439
8 | 0,390333 3,842084053

Fonte: Proprio autor

Tabela 2 - Quantificacdo de flavonoides

0,423 1,007480857
0,277 0,587617284
0,198 0,359472237
0,169 0,276074678
0,148 0,214724750
0,134 0,174463859
0,111 0,110238153
0,112 0,113113931

Fonte: Proprio autor
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E possivel que exista outra gama de classes de metabolitos secundarios ndo fendlicos tais
como alcaloides, terpenos, esteroides, saponinas, glicosideos cardioativos, aglUcares redutores
representando a outra parte do rendimento do extrato. O que pode ser elucidado em novas analises

fitoguimicas, destinadas a confirmar os demais usos na medicina popular.

CONCLUSOES

Na andlise fitoquimica por semi-quantificacdo de metabdlitos secundarios o extrato
hidroalcodlico de Libidibia ferrea (Max. Ex. Tul.) L. P. Queiroz apresentou polifenois totais e
flavonoides quantificaveis. A auséncia de taninos detectaveis pelo padrdo catequina
atribuiu suspeita de que os taninos hidrolisdveis e ndo taninos condensados sejam
responsaveis pelo alto teor de polifenois totais e pela atividade cicatrizante relatada na
medicina popular tradicional e pesquisas de potencial terapéutico preliminar.

Anadlises fitoquimicas de quantificacdo devem ser realizadas para confirmacdo de
identificacdo e quantificacdo de taninos hidrolisaveis assim como também de outros
metabdlitos secundarios possivelmente relacionados com os demais usos na medicina

popular.
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