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RESUMO

As plantas medicinais produzem metabolitos que sdo compostos do metabolismo secundario
das plantas que apresentam diversas atividades farmacoldgicas importantes, tornando o reino
vegetal uma valiosa fonte de substancias Uteis nas terapias que envolvem humanos. Com base
nisso, faz-se necessario o estudo de otimizacdo da extracdo desses metabolitos para
maximizara producdo e contribuir com a cadeia produtiva no ambito farmacoterapéutico.
Dentre as espécies de alto valor bioldgico, destaca-se a Schinopsis brasiliensis Engler,
conhecida popularmente como “bratina”, “barauna”, sendo a principal representante do género
Schinopsis.Esta arvore € endémica do Brasil e suas partes sdo utilizadas para fins terapéuticos
como acdo da gripe, tosse, diarreia, propriedades anti-inflamatdrias, antihelmintica,
tratamento de doencascardiovasculares, antimicrobiana e antifingica. Assim, este estudo
objetivou obter e quantificaros metabdlitos secundéarios (taninos, flavondides e polifenois
totais) das folhas da espécie Schinopsis brasiliensis Engler, utilizando trés diferentes
solventes: etanol, cloroféormio e hexano, a partir do método extrativo ultrassom. Para
realizacdo do estudo foram realizadas 10 coletas das folhas da S. brasiliensis nos municipios
de S&o José da Mata, Sumé, Pocinhos, Puxinand, Queimadas e Campina Grande. Com base
nisso, a partir da metodologia empregada,os resultados para cada um dos solventes indicaram
diferencas significativas da quantidade dosmetabolitos. Os ensaios mostraramque o extrato
que apresentou uma maior concentracio de polifendis, 5,84x10° mg/g, utilizou osolvente
etanol na coleta do municipio de Puxinand; flavonoides no municipio de Pocinhos, 7,52x10
® mg/g, também com o solvente etanol; e uma maior afinidade na quantificacdo de taninos
utilizando o solvente hexano, detectando 14,10 x 10 mg/g na coleta do municipio de
Puxinand. O solvente cloroférmio também conseguiu extrair todos os trés metabdlitos
pesquisados, destacando-se pela quantificagdo de flavondides em 7,02x10° mg/g no
municipiode Campina Grande, p06de-se verificar a importancia do controle de qualidade das
espécies, bem como da sazonalidade, visto que, o local a qual as espécies estdo inseridas e

tipo de solvente utilizado, interferiram na quantificacdo dos metabolitos estudados.

Palavras-chave: Schinopsis brasiliensis. Fitoquimica. Metabdlitos secundarios



ABSTRACT

Medicinal plants produce metabolites that are compounds of the secondary metabolism of
plants that have several important pharmacological activities, making the plant kingdom a
valuable source of substances useful in therapies involving humans. Based on this, it is
necessary to study the optimization of the extraction of these metabolites to maximize
production and contribute to the production chain in the pharmacotherapeutic field. Among the
species of high biological value, Schinopsis brasiliensis Engler stands out, popularly known as
“bratina”, “baratina”, being the main representative of the genus Schinopsis. This tree is
endemic to Brazil and its parts are used for therapeutic purposes such as flu, cough, diarrhea,
anti-inflammatory, anthelmintic, treatment of cardiovascular diseases, antimicrobial and
antifungal. Thus, this study aimed to obtain and quantify secondary metabolites (tannins,
flavonoids and total polyphenols) from leaves of the species Schinopsis brasiliensis Engler,
using three different solvents: ethanol, chloroform and hexane, using the ultrasound extractive
method. To carry out the study, 10 collections of S. brasiliensis leaves were carried out in the
municipalities of S&8o José da Mata, Sumé, Pocinhos, Puxinand, Queimadas and Campina
Grande. Based on this, from the methodology used, the results for each of the solvents indicated
significant differences in the amount of metabolites. The tests showed that the extract with the
highest concentration of polyphenols, 5.84x10-5 mg/g, used the solvent ethanol in the collection
in the municipality of Puxinana; flavonoids in the municipality of Pocinhos, 7.52x10-5 mg/g,
also with the solvent ethanol; and a greater affinity in the quantification of tannins using the
hexane solvent, detecting 14.10 x 10-5 mg/g in the collection of the municipality of Puxinana.
The chloroform solvent was also able to extract all three metabolites researched, highlighting
the quantification of flavonoids in 7.02x10-5 mg/g in the city of Campina Grande, it was
possible to verify the importance of the quality control of the species, as well as the seasonality,
since the place where the species are inserted and the type of solvent used, interfered in the

quantification of the studied metabolites.

Keywords: Schinopsis brasiliensis. Phytochemistry. Secondary metabolites
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas hd muito tempo pela medicina popular com a finalidade de
tratamento e prevencdo de diversas doencas, tornando-se um recurso terapéutico importante
para grande parte da populacdo (REINALDO et al., 2015). Dentre as plantas medicinais
encontradas no semiarido brasileiro, destaca-se a espécie Schinopsis brasiliensis Engler que €
uma arvore tipica da caatinga, ocorrendo desde a Bahia até a Paraiba, pertencente a familia
Anacardiaceae, sendo o principal representante do género schinopsis, nativo do Brasil
(DANTAS, 2007).

A atividade farmacoldgica das plantas esta relacionada aos metabdlitos secundarios
produzidos, os quais podem ser de diversas classes como alcaloides, acidos fendlicos,
cumarinas, flavonoides, quinonas, taninos, saponinas e terpenos (CARDOSO et al., 2010).
Esses produtos quimicos sdo sintetizados pelas plantas para aumentar a sobrevida, permitindo
a interacdo com 0 meio ambiente, incluindo patdgenos e insetos herbivoros e simbidticos
(KENNEDY; WIGHTMAN, 2011).

Os principais fatores que podem influenciar a sintese de metabdlitos secundarios sdo a
sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica,
radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, indugdo por estimulos
mecanicos ou ataque de patdgenos. Estes fatores alteram a quantidade e a natureza dos
constituintes ativos presentes no tecido (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

O mercado de fitoterapicos no Brasil vem crescendo cada vez mais, decorrente dos
estudos que vem sendo realizados a partir das plantas medicinais. Segundo a RDC N° 26, de 13
de maio de 2014, os produtos tradicionais fitoterapicos sao obtidos com emprego exclusivo de
matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca, qualidade e eficicia seja obtida e baseada em
dados de uso seguro e efetivo publicado a partir de estudos técnico-cientificos (BRASIL, 2014).

Diante disto, € importante a realizacdo de pesquisas relacionadas a espécies vegetais,
visando beneficios significativos as pessoas que fazem uso destes recursos, bem como na
comunidade cientifica, embasando sua utilizacdo e proporcionando mais conhecimento,
qualidade, seguranca e eficacia da espécie na medicina e possivel fitoproduto.

Portanto, o presente trabalho tem por objetivo analisar a influéncia das condicbes
extrativas sobre diferentes tipos de solventes utilizados na quantificacdo dos metabdlitos
secundarios presentes nas folhas de S. brasiliensis Engler, coletadas em 10 diferentes

mesorregides da Paraiba.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter os metabolitos secundarios (taninos, flavonoides e polifendis totais) da espécie
Schinopsis brasiliensis Engler selecionadas no semiarido da Paraiba com potencial para
fitoprodutos, a partir da extracdo e quantificacdo de metabdlitos secundarios em diferentes

solventes.

2.2 Objetivos especificos

Sao objetivos especificos deste projeto:

a) obter amostras da espécie Schinopsis brasiliensis Engler, selecionadas em regides

distintas da Paraiba;

b) obter extratos das amostras, utilizando diferentes solventes a partir do método de

ultrassom;

c) realizar a quantificacdo dos metabdlitos secundarios, a partir dos extratos obtidos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas Medicinais

Planta medicinal é caracterizada como a espécie vegetal, cultivada ou néo, utilizada com
propositos terapéuticos e/ou profilaticos (FARMACOPEIA BRASILEIRA,2021) S&o aquelas
capazes de produzir substancias para sua sobrevivéncia, denominados de metabdlitos
secundarios, e que possuem propositos terapéuticos e/ou profilaticos, promovendo a
restauracdo do equilibrio organico com acdo em determinadas doencas (NOBREGA et al.,
2017).

A utilizacdo de plantas medicinais é uma pratica utilizada ao longo dos tempos, possui
grande contribuicéo e influéncia na sociedade em diversos lugares do mundo. O alcance dessas
informacdes etnobotanicas coopera para acimulo de experiéncias, buscando através do estudo,
o0 aperfeicoamento e o progresso da ciéncia na area (RAMOS; DAMASCENA,2018).

Bochner et al., (2012) relataram que o uso terapéutico das plantas medicinais envolve
varias etapas, tais quais: procedéncia, coleta, secagem, armazenamento, comércio, modo de
preparo pelo usuério e uso. E todas essas etapas apresentam desafios para que se possa garantir
identificacdo da espécie, disponibilidade, qualidade, seguranca e eficacia de uso.

Devido a diversidade quimica estrutural de compostos bioativos obtidos de plantas,
pesquisas sdo realizadas para uma melhor compreensdo e aplicagdo clinica das substancias
obtidas de produtos naturais (CHIWORORO; OJEWOLE, 2009).

As plantas medicinais produzem metabdlitos que sdo compostos do metabolismo
secundario apresentam a atividade farmacolégica presente nas mesmas, 0 que torna o Reino
Vegetal uma valiosa fonte de substancias Uteis nas terapias que envolvem humanos (FURLAN;
BALDOQUI; KATO, 2009). Tais metabolitos sdo produzidos a partir de situacdes de estresse
das plantas, sendo de extrema importancia para seu crescimento e reproducdo. Uma das
principais classes de metabolitos secundarios sdo os compostos fenolicos, que apresentam uma
estrutura quimica de anéis aromaticos e hidroxilas substituidas, atuando nos vegetais como
agente antipatogénico e contribuindo na pigmentacdo (ANGELO; JORGE, 2006).

Segundo Elisabetsky e Souza (2004) o uso tradicional de espécies vegetais pode ser
considerado uma pré-triagem para a selecdo de especies para pesquisa, contribuindo para a
descoberta de novas substancias bioativas.

O Brasil é o pais com a maior diversidade de espécies no mundo, espalhadas dentre os

seis biomas terrestres. Sdo mais de 43.020 espécies vegetais conhecidas em territrio nacional
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e, a qual grande maioria ainda ndo possui estudos quanto a sua composic¢ao quimica e potencial
bioldgico (BRASIL, 2020).

3.2 Metabolitos secundarios das plantas

As plantas produzem uma grande variedade de compostos quimicos, 0s quais sao
divididos em dois grupos, metabdlitos primarios e secundarios. O metabolismo primario é
considerado como uma série de processos envolvidos na manutencdo fundamental da
sobrevivéncia e do desenvolvimento, enquanto o metabolismo secundario consiste num sistema
com importante fungéo para a sobrevivéncia e competi¢do no ambiente. Plantas elaboram uma
grande variedade de produtos e muitos deles estdo envolvidos em conferir vantagens seletivas
contra-ataques microbianos. Avancos na tecnologia molecular conduzem ao melhor
entendimento dos mecanismos enzimaticos envolvidos nas complexas vias de biossintese
desses produtos. A engenharia das vias metabdlicas dos produtos naturais tornou-se uma
estratégia para aumentar a resisténcia da planta as doengas (DIXON, 2001).

O metabolismo secundario da origem aos compostos fendlicos, sendo essenciais para
crescimento e reproducdo das plantas, além disso se formam em condi¢des de estresse como
infeccOes, ferimentos, radiacbes UV, dentre outros. A diversidade estrutural dos compostos
fendlicos é resultante da ampla variedade de combinacBes que ocorre na natureza e 0S
compostos resultantes sdo chamados de polifendis (ANGELO, 2007).

O perfil de substancias produzidas pelo metabolismo secundario pode sofrer
modificacGes em funcdo de fatores que possam interferir no processo biossintético da planta
como, por exemplo, os diferentes 6rgaos da planta, acdo de predadores, sazonalidade, indice
pluviométrico, temperatura e altitude ou diferentes estagios de crescimento (Gobbo-Neto e
Lopes, 2007).

Os taninos sdo compostos fendlicos derivados do metabolismo secundario das plantas
gue ndo se apresentam na forma livre dos tecidos vegetais. Sdo definidos como polimeros
fendlicos solUveis em agua que precipitam proteinas e ajudam na autodefesa da planta, contra
insetos e fungos (NOZELLA, 2001). Substdncias soliveis em agua de peso molecular
relativamente alto e possuem a capacidade de formar complexos insollveis em agua com
alcaloides e proteinas (FONSECA,; LIBRANDI, 2008).

Os flavonoides, por exemplo, sdo compostos fendlicos produzidos no citosol e vactolos
dos vegetais largamente distribuidos nos vegetais superiores. Muitos deles apresentam

atividades bioldgicas como, por exemplo, antioxidantes, anti-inflamatdria, antibacteriana, entre
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outras (SANTQS, 2007). Inibem a peroxidacédo dos lipideos e reduzindo o dano celular causado
pelo estresse oxidativo (ALINIAN; RAZMJOO; ZEINALI, 2016). Entre as fungbes que
exercem nos vegetais, destacam-se a protecdo contra incidéncia de raios ultravioleta e visivel,
acdo antioxidante, inibicdo de enzimas (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004), além de atuarem
na atracéo de insetos para polinizacdo (YAO et al., 2004).

Uma vez identificada atividade biofarmacoldgica de um determinado metabdlito
secundario, este € utilizado pela Industria Farmacéutica tanto na producdo de fitofarmacos,
quanto no desenvolvimento de principios ativos utilizando sua estrutura quimica como modelo
para uma nova droga (BRANDAO, 2009). Como é o caso da espécie em estudo Schinopsis
brasiliensis Engler, a qual possui importancia promissora na busca de novas substancias
bioativas e acdo farmacoldgica pela presenca de compostos quimicos e atividade bioldgica

conhecida de seus extratos e metabolitos.

3.3 Schinopsis brasiliensis Engler

Schinopsis brasiliensis Engler é uma planta pertencente a familia Anacardiaceae.
Encontra-se em mesoregides do semiarido brasileiro, conhecida popularmente como “brauna”,
“baratina” na regido Nordeste, ¢ empregada para varias finalidades, como medicinal,
madeireira, ornamental, apicola (SAMPAIO et al., 2005).

E um vegetal comum no nordeste brasileiro, principalmente na regifo que compreende
a caatinga. Atinge uma altura de 12 a 22 metros, apresentando caule aéreo, tronco forte e
lenhoso, possui ramos espinhosos, folhas aromaticas com flores alvas pequenas e fruto alado.
(MACHADO, 2012).

Cardoso (2007) classifica a espécie como sendo a principal representante do género
Schinopsis, nativo do Brasil. S. brasiliensis e uma arvore endémica brasileira, caracterizada por
ser uma planta xerofita, helidfila, totalmente decidua durante o periodo seco, florescendo em
épocas variaveis de um ano para o outro, 0 mesmo ocorrendo com sua frutificacdo e maturacao
dos frutos em épocas varidveis do ano. Ocorre sempre em solos de varzea ricos em célcio e
nutrientes, bem supridos de matéria organica e umidade em profundidade.

A espécie S. brasiliensis Engler, rica em diversos metabdlitos entre eles os taninos,
podem ser encontrados nas cascas, em raizes, flores, frutos, folhas e além de exercer funcéo de

protecédo da planta contra os ataques de predadores e doencas (MOREIRA, 2014).
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Figura 1- Arvore de Schinopsis brasiliensis Engler

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

Lorenzi e Matos (2002), afirmam que baseado na tradicdo de uso popular, as plantas
utilizadas para fins terapéuticos pela populacdo devem seguir o padrdo de seguranca
terapéutica, qualidade e eficacia, afirmando a necessidade de haver um estudo de controle de
qualidade da espécie, na otimizacdo da extracdo dos metabdlitos secundarios para potencializar

a cadeia produtiva no ambito farmacoterapéutico.

Figura 2 - Folha de Schinopsis brasiliensis Engler

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

Seu uso etnofarmacoldgico esta voltado para o tratamento da gripe, tosse, diarreia,
fraturas e como anti-inflamatério (SARAIVA et al, 2013). Bem como para o tratamento de
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doencas cardiovasculares e degenerativas, cancer, e como antidiabética, antihelmintica,
antiploriferativa, antimicrobiana e antifungica (ARAPISTAS, 2012).

3.4 Importancia da Padronizacao da Técnica Extrativa de metabdlitos secundarios

Extratos vegetais sdo preparacdes largamente utilizadas pela medicina popular. Estas
podem ser de duas a seis vezes mais potentes do que sua matéria-prima vegetal e possuem a
vantagem de deter o fitocomplexo da planta em uma forma farmacéutica mais estavel. Desta
forma, a industria farmacéutica também utiliza extratos vegetais como matéria-prima, sendo
precursores de tinturas, xaropes, ou sob a forma de extratos fluidos ou secos. Para tanto, 0s
extratos devem ser padronizados, de acordo com parametros de seguranca e eficicia, com a
caracterizacdo completa de seus principios ativos (BOTT, 2008). Extratos de plantas exibem
em sua composicdo substancia efetiva que podem impedir ou reduzir a atividade dos agentes
patdgenos de plantas e animais (CUNICO et al. 2004).

Com o desenvolvimento de técnicas voltadas para extracdo, separacdo e identificacéo
de substancias advindas das plantas medicinais, o numero de estudos cresceu
consideravelmente, principalmente nas primeiras décadas do século XXI, onde a moderniza¢éo
de métodos, como as técnicas hifenadas por exemplo, deu inicio a uma era bastante consistente
para investigacdo de constituintes quimicos vegetais (CORREA; BERNARDI; GEHRKE,
2016).

Diante disso, durante a producao de extratos a partir de matéria prima vegetal, pode-se
considerar a padronizagdo como uma condi¢do em que a eficacia do produto é garantida atraves
da constancia no teor de principios ativos. A padronizacdo de extratos de plantas medicinais
visa 0 estabelecimento de pardmetros de controle de qualidade para a matéria prima vegetal
(incluindo extratos vegetais e fito-constituintes) e para o produto finalizado (forma
farmacéutica) com rigoroso controle de todas as etapas envolvidas no processamento (SOUZA,
2007).

O solvente utilizado deve ser o mais seletivo possivel para extrair apenas as substancias
de interesse ou em maior quantidade. Como a seletividade depende da polaridade, o grau de
polaridade do grupo de substancias que se deseja extrair determina o solvente ou mistura de
solventes que se aproxima do 6timo de seletividade para a extracdo (FALKENBERG et al.,
2001).

O rendimento e o tipo de substéncias extraidas do material vegetal s&o influenciados por

diversos fatores como: polaridade dos solventes, tempo e temperatura de extracdo, assim como
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0 método extrativo e caracteristicas fisicas das amostras (Naczk & Shahidi, 2006; Wijekoon et
al., 2011).

Um dos aspectos importantes para se obter bons rendimentos com a utilizacdo do
ultrassom € o estabelecimento de valores apropriados, para parametros de extracdo,relacionados
as propriedades biolégicas do material a ser extraido (tempo de extragdo, volume de solvente,
polaridade do solvente e outros). Muitos trabalhos de pesquisas vém sendo conduzidos com o
propdsito de otimizar as condicdes de extracdo (MELECCHI et al., 2006; JACQUES et al.,
2007).

Entre os fatores que interferem no teor de compostos a serem extraidos, o solvente
escolhido tem se mostrado de extrema importancia, pois além de analisar a eficiéncia em extrair
0 metabdlito desejado, deve-se levar em consideracao a toxicidade e risco de manuseio, o custo,
a disponibilidade e a estabilidade das substancias extraidas (FALKENBERG; SANTOS;
SIMOES, 2004; MARQUES; VIGO0, 2009).

A polaridade do solvente também interfere significativamente na retirada dos compostos
presentes nas amostras vegetais, pois esta relacionada com a seletividade do método. O grau de
polaridade do grupo a ser extraido determina o solvente a ser utilizado (FALKENBERG;
SANTOS; SIMOES, 2004).

No processo extrativo com ultrassons utilizam-se correntes de alta frequéncia que
promovem a fragmentacdo das membranas celulares do material vegetal, tornando mais facil a
liberacdo dos constituintes quimicos (HUIE, 2002).

As ondas emitidas pelo aparelho de ultrassom provocam o fenémeno chamado de
cavitacdo, que é o processo de formacdo de bolhas devido a transmissdo de ondas pelo meio,
ocorrendo uma conversdo da energia cinética em calor para 0 aquecimento do contetdo da
bolha. Apenas meios liquidos ou sélidos com liquidos podem provocar este efeito. Desta forma,
facilita a remocao e dissolucdo dos constituintes presentes na matriz celular vegetal (AZMIR et
al., 2013).

3.5 Fitoterapicos

Fitoterapico é o produto obtido exclusivamente de matéria prima ativa vegetal
(compreende a planta medicinal, ou a droga vegetal ou o derivado vegetal), exceto substancias
isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa. Podendo ser simples, quando o ativo

é proveniente de uma Unica espécie vegetal medicinal, ou composto, quando o ativo é
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proveniente de mais de uma espécie vegetal medicinal (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2021)

O produto fitoterapico passa por um processo de desenvolvimento que envolve uma
série de atividades multidisciplinares, reunindo estudos de aspectos botanicos, farmacologicos,
toxicoldgicos, microbiol6gicos, agronémicos, fitoquimicos e de desenvolvimento de
tecnologias analiticas e tecnoldgicas (FRANCO et al., 2005; SIMOES et al., 2003).

Segundo a RDC n° 26, de 13 de maio de 2014 os medicamentos fitoterapicos sdo obtidos
com emprego de matérias-primas ativas unicamente de origens vegetais, que tenham sua
seguranga e eficacia comprovadas por evidéncias clinicas e sua caracterizacdo seja feita pela
constéancia de sua qualidade (BRASIL, 2014).

Devido a diversidade quimica estrutural de compostos bioativos obtidos de plantas,
pesquisas sdo realizadas para uma melhor compreensao e aplicacdo clinica das substancias
obtidas de produtos naturais (CHIWORORO; OJEWOLE, 2009).

OLIVEIRA e PETROVICK (2010) relatam que nos ultimos anos a utilizacao de extratos
vegetais para fins terapéuticos tem atraido interesse crescente por parte de pesquisadores. Estes
extratos caracterizam-se por serem fitocomplexos, onde a acdo farmacoldgica especifica da

espécie vegetal é dada pelo conjunto de substancias ativas (KLEIN et al., 2009).
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4 METODOLOGIA

4.1 Aquisicéo das amostras

Nesta etapa foram adquiridas as amostras das folhas da espécie Schinopsis brasiliensis
Engler, utilizadas para compor o estudo. As coletas foram realizadas nos municipios de Séo

José da Mata, Sumé, Pocinhos, Puxinand, Queimadas e Campina Grande.

4.2 Obtencao dos extratos das plantas medicinais

As 10 amostras das folhas coletadas da espécie Schinopsis brasiliensis Engler,
passaram por um processo de secagem em uma estufa de circulacdo de ar a 40°C, para
estabilizacdo no peso do material, atraves da desidratagdo. Em seguida as amostras passaram
por um processo de pulverizagdo em moinho de facas com malha de 10 mesh. Para obtencao
dos extratos foram utilizados trés diferentes tipos de solventes: Hexano, Etanol e Cloroférmio,
com 20g da folha pulverizada em 60 ml dos solventes especificos, por método de esgotamento,
atraves da extracdo por ondas ultrassénicas (Lavadora ultrassénica — UNIQUE modelo
Ultrasonic Cleaner), acrescentando em banho-maria a 40 °C por um periodo de 60 minutos,

obtendo- se o total de 30 extratos.

4.3 Prospeccao fitoquimica

Foi realizado um estudo quantitativo, por espectrofotometria na regido do visivel,
utilizando o espectrofotémetro (Shimadzu Uvmini-1240), para a determinacdo dos metabolitos
secundarios (polifendis totais, flavonoides e taninos condensados) presentes nos extratos das
diferentes espécies vegetais. Os comprimentos de onda foram escolhidos a partir de registros
descritos em metodologias de referéncia com comprimento de onda de maior absorbancia para

cada metabdlito.

4.3.1 Determinacéo do teor de polifendis totais

Para a determinacdo do teor de polifendis totais, utilizou-se 0 método descrito por

Chandra e Mejia (2004). A curva padrdo foi construida utilizando-se concentragdes entre 3 e
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40 pg mL? de 4cido galico, analisadas em aparelho anteriormente descrito, para a leitura da
absorbancia em 757 nm. As leituras foram realizadas com amostras das solucdes do extrato
vegetal na presenca do reagente de Folin-Ciocalteau em meio alcalino relacionando os valores
de absorbéncia encontrados, com a concentracdo de polifendis da solucdo, através de uma
relacdo matematica obtida pela curva de calibracéo.

De acordo com a técnica, distribuiu-se em tubos de ensaio 0,5 mL da solugdo do
reagente de Folin-Ciocalteau 1N e posteriormente, 0,5 mL de solucdo do extrato. Os tubos
ficaram em repouso por 2 minutos, a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, adicionou-se
1 mL de uma solugédo de Na>2COz a 20% (m/v). Os tubos ficaram em repouso novamente por 10
minutos até a reacao colorimétrica ser completada. As medidas foram obtidas em triplicata, em
comprimento de onda ajustado para 757 nm. A concentracdo do extrato foi corrigida
experimentalmente para estar dentro da faixa linear de absorbancia espectral obtida através da
curva de calibragdo. O resultado da absorbancia foi corrigido através da leitura de uma
amostra contendo 0,5 mL da solucéo de extrato e 1,5 mL de &4gua deionizada, onde foi subtraido
os valores de absorbancia dos tubos sem reagentes dos tubos contendo reagentes. Os valores

resultantes foram maiores do que zero e estavam dentro dos limites de absorbancia de trabalho.

4.3.2 Determinacéo do teor de flavonoides totais

Para a determinacdo do teor de flavonoides totais, utilizou-se 0 método descrito por
Meda et al. (2005). A curva padrao foi construida utilizando-se concentracfes entre 2 e 28 g
mL?, de quercetina, analisadas em aparelho anteriormente descrito, para a leitura da
absorbancia em 415 nm. As leituras das amostras do extrato vegetal na presenca de solucdes do
cloreto de aluminio relacionando os valores de absorbancia encontrados com a concentragéo de
flavondides da solugéo através de uma relagdo matematica obtida pela curva de calibracéo.

Distribuiu-se em tubos de ensaio 1,5 mL de solucdo metandlica de AICI3 2% (p/v) e
posteriormente 1,5 mL de solu¢cdo metandlica do extrato. Os tubos ficaram em repouso por 10
minutos, a temperatura ambiente (25 °C). As medidas foram obtidas em triplicata, em
comprimento de onda ajustado para 415 nm. A concentracdo do extrato foi corrigida
experimentalmente para estar dentro da faixa linear de absorbancia espectral, obtida através da
curva de calibracdo. O resultado da absorbancia foi corrigido através da leitura de uma
amostra contendo 1,5 mL da solugédo do extrato e 1,5 mL de metanol, subtraindo os valores de
absorbancia dos tubos sem reagentes dos tubos contendo reagentes. Os valores resultantes

foram maiores que zero e estavam dentro dos limites de absorbancia de trabalho.
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4.3.3 Determinacéo do teor de taninos condensados

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se 0 método descrito por
Makkar e Becker (2007). A curva padréo foi construida utilizando-se concentragdes entre 10 e
451 pg mL? de catequina analisadas em aparelho anteriormente descrito, para a leitura da
absorbancia em 500 nm. As leituras das amostras do extrato vegetal na presenca de uma solucgéo
de vanilina, em meio &cido, relacionando os valores de absorb&ncia encontrados com a
concentracdo de taninos condensados da solucédo atraves de uma relacdo matematica obtida pela
curva de calibragéo.

De acordo com o procedimento técnico, distribuiu-se em tubos de ensaio 1,5 mL de
solucdo metanolica de vanilina 4% (p/v) e posteriormente 0,25 mL de solucdo metandlica do
extrato e 0,75 mL de HCI P.A. Os tubos permaneceram em repouso por 20 minutos, imersos
em agua a cerca de 22 °C. As medidas foram obtidas em triplicata, em comprimento de onda
ajustado para 500 nm. A concentragdo do extrato foi corrigida experimentalmente para estar
dentro da faixa linear de absorbancia espectral, obtida atraves da curva de calibra¢do. O
resultado da absorbancia foi corrigido através da leitura de uma amostra contendo 0,25 mL da
solucdo do extrato e 2,25 mL de metanol, subtraindo os valores de absorbancia dos tubos sem
reagentes dos tubos contendo reagentes. Os valores resultantes foram maiores que zero e

estavam dentro dos limites de absorbancia de trabalho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta, limpeza, secagem, moagem

As coletas foram realizadas em diferentes municipios e divididas em: S&o Jose da Mata
1 e 2; Pocinhos 1 e 2; Campina Grande 1, 2 e 3; Puxinand; Queimadas; Sumé Totalizando 10
amostras. Ao chegarem ao laboratdrio foram lavadas e em seguida distribuidas em bandejas
de forma homogénea, sendo retirados todos os talos deixando apenas as folhas para secagem
em estufa de circulagdo de ar para desidratacdo. A analise visual das diferentes coletas
apresentara caracteristicas peculiares com coloracdo verde intenso, odor agradavel e tamanho
foliar pequenos e médios, exceto a coleta de Sumé que apresentavam algumas folhas mais
maduras com coloracdo verde mais escuro e algumas amarronzadas, assim como pode ser
observado na ( Figura 3). Durante o processo de secagem foi observado que a coloragdo
permaneceu em algumas coletas como nas dos municipios de Pocinhos, Campina Grande,
Puxinana e Queimadas, no entanto as coletas de S&o José da Mata e Sumé adquiriram
colocacdo verde clara. Apos a desidratacao todas as coletas tiveram e seu odor reduzido. Apés
0 processo de secagem, as folhas foram preparadas para serem moidas, percebendo a reducao
e perda de massa da droga vegetal que ocorreu entre a etapa inicial da folha desidratada e a
etapa final apds moida, assim como demonstrado na (Tabela 1).

Tabela 1 — Rendimentos das coletas ap6s moagem.

Coletas Peso inicial Peso final
S&o Jose da Mata 1 192,209 185,57g
Séo Jose da Mata 2 272,259 264,04qg
Pocinhos 1 92,059 86,75¢
Pocinhos 2 69,859 63,059
Campina Grande 1 83,729 79,229
Campina Grande 2 75,079 69,95¢
Campina Grande 3 (UEPB): 69,729 65,949
Puxinand 72,08¢ 68,33¢
Queimadas 68,039 62,259
Sumé 101,429 96,98¢

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.
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Figura 3 — Etapas de limpeza, diagnose visual e secagem.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

Outro aspecto importante estd relacionado a coleta do material vegetal. Diversos
aspectos como a época e o horario da coleta, o tipo de solo, a forma de coleta dentre outros,
podem afetar a droga vegetal bem como a concentracdo de compostos.

O processo de secagem esta diretamente ligado ao rendimento de ativos naturais nas
plantas medicinais. As condi¢des de secagem (temperatura, processo de secagem, parte do
vegetal, dentre outros) podem produzir consideradas variacdes no teor de ativos. O principal
objetivo da secagem € a reducdo do teor de agua, sendo a temperatura mais utilizada é em
torno de 40°C (MELO et al., 2004).

5.2 Preparacéo do extrato vegetal

Foram escolhidos trés diferentes tipos de solventes parapreparacdo das amostras e
solucdes: etanol, cloroférmio e hexano; cada solvente possui caracteristicas peculiares, a
exemplo de sua polaridade, os solventes cloroférmio e etanolséo polares, e 0 hexano possui

caracteristicas apolares. Podendo observar as diferencas na extracdo e rendimento final das



24

solucdes de acordo com o tipo de solvente utilizado. Foi possivel observar um rendimento maior
para 0s extratos realizados com o etanol, seguido do cloroférmio, e por Gltimo o hexano. Bem
como diferencas observadas visualmente entre a cor e aspecto das extra¢cdes com os diferentes
tipos de solventes utilizados (Figura 4). O etanol rendeu amostras das solu¢des em pd, de cor
verde escuro e alto rendimento; as extracdes realizadas com o solvente cloroférmio obtiveram
rendimento final moderado, e granulos de p6 mais espessos, maiores e grossos; ja as extragdes
realizadas com o solvente hexano de caracteristica apolar obteve baixo rendimento de aspecto
VISCOSO e cor quase preta (verde muito escuro).

Nos ultimos anos a utilizacdo de extratos vegetais para fins terapéuticos tem atraido
interesse crescente por parte de pesquisadores (OLIVEIRA e PETROVICK, 2010). Estes
extratos caracterizam-se por serem fitocomplexos, onde a a¢do farmacoldgica especifica da
espécie vegetal é dada pelo conjunto de substancias ativas (KLEIN et al., 2009).

A escolha do processo de extracdo pode ser feita, por exemplo, utilizando- se um
planejamento experimental, visando obter a melhor condi¢do de extracdo. Migliato et al.
(2011). A secagem por evaporacdo rotativa: Utilizando um equipamento denominado de
rotaevaporador, o extrato € concentrado pela retiradado solvente em forma de vapor pela

agitacdo e aquecimento em banho-maria geralmente a 30 - 40 °C (Figura 5).

Figura 4 — Processo de extragdo ultrassénica e por esgotamento.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.
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Figura 5 — Rotaevaporagéo e rendimento final.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

5.3 Prospeccéo fitoquimica

Os metabdlitos primarios possuem funcao estrutural e de armazenamento de energia, 0
secundéario é conhecido por desenvolverem importantes atividades biol6gicas no organismo
com funcdes terapéuticas e fins medicinais, através da presenca de fitoconstituintes existentes
nas plantas demarcados por triagens quimicas, como taninos, esterois, terpenos, flavonoides,
alcaloides, saponinas e quinonas (ALVES, 2017).

Alguns fatores podem influenciar a producdo ou concentracdo dos metabdlitos
secundarios, estes fatores incluem:

e Desenvolvimento, ritmo circadiano e sazonalidade (horério e época de coleta, ja que

0s constituintes ativos ndo séo constantes durante o dia/ano);

e Temperatura: (variacGes na temperatura é o fator que exerce a maior influéncia no

desenvolvimento do vegetal);

¢ Disponibilidade hidrica: (a umidade deve ser considerada em relagéo ao indice anual

e a capacidade de absorcdo de 4gua do solo);
e Radiacdo ultravioleta (as plantas sdo adaptadas a uma variagdo na intensidade e

quantidade de incidéncia luminosa);
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¢ Nutrientes: em solos pobres em nutrientes, é verificado uma maior concentracdo de

metabdlitos secundarios;

e Poluicdo atmosférica e inducdo por estimulos mecénicos ou ataque de patdgenos

(danos causados a planta levam a produg@o novos compostos, como resposta ao ata-
que) (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

As tabelas 2, 3 e 4 abaixo representam os resultados das quantificacdes realizadas para
cada metabdlito secundarios encontrados no estudo das 10 coletas realizadas da espécie
Schinopsis brasiliensis Engler em estudo, utilizando trés diferentes tipos de solventes

(Etanol, Cloroférmio e Hexano).

Foram determinados a presenca de polifenois, flavonoides e taninos, em todos os trés
solventes mencionados, diferindo na porcentagem de acordo com a coleta e solvente utilizado.
Em estudos fitoquimicos preliminares foi determinado a presenca de polifendis e flavonoides.
(FERNANDES et al., 2015).



Tabela 2 — Screening Fitoquimico (Etanol)

27

SOLVENTE | LOCALIDADE PROPRIEDADES Polifenois Flavonoides | Taninos
Campina Grande 1 | Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Mg/mL)
Metabdlito (%) 3,78 1,42 5,11
Metab6lito(mg/g) 3,78x10° 1,42x10° 5,11x10°
Campina Grande 2 | Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Mg/mL)
Metabolito (%) 3,19 1,79 2,09
Metabolito(mg/g) 3,19 x10° 1,79 x10° 2,09 x10°
Pocinhos 1 Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Mg/mL)
Metabolito (%) 3,54 4,57 2,49
Metabélito(mg/g) 3,54x10° 4,57x10° 2,49x10°
Pocinhos 2 Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Hg/mL)
Etanol Metabdlito (%) 5,65 7,52 7,34
Metabélito(mg/g) 5,65x10° 7,52x10° 7,34x10°
S&0 José daMatal | Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Hg/mL)
Metabdlito (%) 3,26 2,24 4,94
Metabolito(mg/g) 3,26x10° 2,24x10 4,94x10°
S&o José da Mata 2 | Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Mg/mL)
Metabdlito (%) 3,79 2,00 3,63
Metabélito(mg/g) 3,79x10° 2,00x10° 3,63x10°
Queimadas Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Mg/mL)
Metabolito (%) 4,98 2,44 1,69
Metabélito(mg/g) 4,98x10° 2,44x10° 1,69x10°
Puxinana Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Hg/mL)
Metabolito (%) 5,84 1,79 10,42
Metab6lito(mg/g) 5,84x10° 1,79x10° 10,42x10°
Campina Grande 3 | Concentragdo do Extrato 500 500 500
(UEPB) (ug/mL)
Metabdlito (%) 4,00 2,61 11,15
Metab6lito(mg/g) 4,00x10° 2,61x10° 11,15x10°
Sumé Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Mg/mL)
Metabolito (%) 3,96 7,20 6,85
Metabolito(mg/g) 3,96x10° 7,20x10° 6,85x10°

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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SOLVENTE LOCALIDADE PROPRIEDADES Polifendis Flavonoides | Taninos

Campina Grande 1 | Concentracdo do 500 500 500

Extrato(pg/mL)

Metabdlito (%) 1,95 4,98 13,55

Metabolito(mg/g) 1,95x10° 4,98x10° 13,55x10°
Campina Grande 2 | Concentracéo do 500 500 500

Extrato(ug/mL)

Metabolito (%) 2,29 1,06 7,64

Metabolito(mg/g) 2,29x10° 1,06x10° 7,64x10°
Pocinhos 1 Concentragdo do 500 500 500

Extrato(pug/mL)

Metabolito (%) 2,30 6,80 2,95

Metabélito(mg/g) 2,30x10° 6,80x10° 2,95x10°
Pocinhos 2 Concentragdo do 500 500 500

Extrato(pug/mL)

Cloroférmio Metabolito (%) 2,87 2,49 4,19

Metabélito(mg/g) 2,87x10° 2,49x10° 4,19x10°
S&o José da Mata 1 | Concentracdo do 500 500 500

Extrato(ug/mL)

Metabdlito (%) 1,60 2,18 9,10

Metabolito(mg/g) 1,60x10° 2,18x10° 9,10x10°
S80 José da Mata 2 | Concentracdo do 500 500 500

Extrato(ug/mL)

Metabdlito (%) 2,94 4,98 6,51

Metabélito(mg/g) 2,94x10° 4,98x10° 6,51x10°
Queimadas Concentragdo do 500 500 500

Extrato(pug/mL)

Metabolito (%) 1,78 6,34 5,65

Metabolito(mg/g) 1,78x10° 6,34x10° 5,65x10°
Puxinand Concentracdo do 500 500 500

Extrato(pg/mL)

Metabdlito (%) 1,25 4,58 7,94

Metabolito(mg/g) 1,25x10° 4,58x10° 7,94x10°
Campina Grande 3 | Concentracéo do 500 500 500
(UEPB) Extrato(ug/mL)

Metabdlito (%) 2,16 7,02 9,09

Metabdlito(mg/g) 2,16x10° 7,02x10° 9,09x10°
Sumé Concentragdo do 500 500 500

Extrato(pug/mL)

Metabolito (%) 1,37 3,86 7,56

Metabolito(mg/g) 1,37x10° 3,86x10° 7,56x10°

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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SOLVENTE LOCALIDADE PROPRIEDADES Polifendis | Flavondides | Taninos
Campina Grande 1 | Concentracdo do Extrato 500 500 500
(Hg/mL)
Metabélito (%) 2,95 0,86 11,67
Metabdlito(mg/g) 2,95x10° 0,86x10° 11,67x10°
Campina Grande 2 | Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Hg/mL)
Metabélito (%) 0,22 1,08 12,54
Metabélito(mg/g) 0,22x10° 1,08x10° 12,54x10°
Pocinhos 1 Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Hg/mL)
Metabdlito (%) 0,56 1,40 5,90
Metab6lito(mg/g) 0,56x10° 1,40x10° 5,90x10°
Pocinhos 2 Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Hg/mL)
Hexano Metabolito (%) 0,48 1,91 3,97
Metabélito(mg/g) 0,48x10° 1,91x10° 3,97x10°
S&o José da Mata 1 | Concentragdo do Extrato 500 500 500
(Mg/mL)
Metabdlito (%) 0,39 3,21 10,61
Metabolito(mg/g) 0,39x10° 3,21x10° 10,61x10°
S&0o José da Mata 2 | Concentragdodo Extrato 500 500 500
(Hg/mL)
Metabdlito (%) 0,88 2,85 6,22
Metab6lito(mg/g) 0,88x10° 2,85x10° 6,22x10°
Queimadas Concentracdo do Extrato 500 500 500
(Hg/mL)
Metabélito (%) 0,56 1,09 6,82
Metabdlito(mg/g) 0,56x10° 1,09x10° 6,82x10°
Puxinana Concentracdo do Extrato 500 500 500
(Hg/mL)
Metabélito (%) 1,96 1,97 14,10
Metabdlito(mg/g) 1,96x10° 1,97x10° 14,10x10°
Campina Grande 3 | Concentragdo do Extrato 500 500 500
(UEPB) (ng/mL)
Metabélito (%) 1,11 0,76 10,01
Metab6lito(mg/g) 1,11x10° 0,76x10° 10,01x10°
Sumé Concentracdo do Extrato 500 500 500
(Hg/mL)
Metabdlito (%) 0,55 1,17 10,37
Metab6lito(mg/g) 0,55x10° 1,17x10°% 10,37x10°

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Os resultados da equacao da reta para todas as curvas analiticas foram considerados

lineares, uma vez que todos os valores dos coeficientes de correlagio (r?) foram acima de 0,99.
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Assim, as concentragdes desconhecidas dos metabolitos: Polifenois totais, flavondides e taninos

para os trés diferentes tipos de solventes propostos no screening foram identificadas.

Tabela 5 — Concentrac0es totais - Screening Fitoquimico

Polifendis Flavonoides Taninos
Campina Grande2: | Campina Grandel: | Queimadas: 1,69x10°
3,19x10° 1,42x10°
Etanol Campina
Puxinana: 5,84x10° | Pocinhos 2: 7,52x10- Grande3:11,15x10°
Puxinana: 1,25 x10° | S0 José da Matal: | Pocinhos 1: 2,95 x10°
2,18x10°
Cloroférmio | Campina Grande 3: Campina grandel:
2,16x10° Campina  Grande  3: | 13,55x10°
7,02x10°
Campina Grande2: | Campina Grande3: 0,76 | Pocinhos 2: 3,97 x10°
0,22 x10° x10°
Hexano Puxinana: 14,10 x10°
Campina Grandel: | Sdo José da Matal:
2,95x10° 3,29x10°

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

A tabela acima apresenta as diferentes concentrag@es entre as coletas, metabdlitos e
solventes. Podemos considerar a disparidade de acordo com o solvente utilizado e o metabdlito
a ser extraido. Utilizou-se a mesma técnica de extracdo, obtendo uma padronizacdo das
amostras, contudo diferentes concentragdes entre as amostras. Identificando a maior
concentracdo de extragdo de Taninos, utilizando o solvente hexano na coleta do municipio de
Puxinand: 14,10x10° e a menor concentracdo total do estudo utilizando também o solvente
hexano da coleta do municipio de Campina Grande 2: 0,22 x10° para quantificacdo de
polifendis.

Foi possivel obter resultados e concentracdes na técnica utilizada e no método
empregado, levando em consideracdo que os solventes Etanol e Cloroférmio demonstraram de
maneira geral maior sensibilidade geral de detec¢do dos metabdlitos, para a espécie estudada.
A alta concentracdo de polifenois extraido (5,84x10° mg/g etanol, coleta: Puxinand) estdo
relacionados ao funcionamento do coracéo, circulacdo sanguinea e controle da pressdo arterial,

Possuem propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e atividade plaquetéria.
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Flavonoides possuem fungdo de polinizacdo, protecdo contra insetos, fungos, raios
ultravioletas, tais resultados a exemplo da coleta do municipio de Pocinhos 2: 7,52x10° com o
solvente etanol e com o solvente cloroférmio 7,02x10™° no municipio de Campina Grande 3
(Uepb), podem estar relacionados com a capacidade antioxidante e fotoprotetora do metabodlito
em estudo. Ja os Taninos possuem fungdes de mecanismo defesa contra predadores, tal
metabdlito obteve uma maior afinidade na quantificagdo utilizando o solvente hexano,

detectando 14,10 x 10 na coleta do municipio de Puxinana.

Figura 6 — Preparacao das solucgdes para leitura fitoquimica e espectrofotdmetro

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Estudos relacionados a composicdo quimica do extrato de Schinopsis brasiliensis,
revelam a presenca de diversos metabdlitos secundarios, sendo encontrados principalmente
saponinas, taninos, polifendis e flavonoides (CHAVES et al., 2015).

O alto valor terapéutico oferecido no uso de plantas medicinais tem chamado a atencao
dos pesquisadores que buscam novos metabdlitos secundarios para o desenvolvimento de novos

medicamentos, mais seguros e com indice terapéutico aceitavel (PAVITHRA et al., 2010).
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos p6de-se verificar a importancia do controle de qualidade
das espécies, desde o cultivo no solo apropriado e manutencao para crescimento saudavel da
espécie, visto que foi possivel observar interferéncia e disparidade na quantificacdo dos
metabdlitos estudados, mesmo utilizando a mesma espécie, metodologia de secagem, método
de preparacdo do extrato e fitoquimica, desde o primeiro contato, com as folhas ainda in natura,
sem passar por nenhum processo, e no decorrer dos experimentos a confirmacao das diferencas
desde o aspecto, tempo de secagem das folhas, bem como no método extrativo por esgotamento
que a coleta do municipio de Sumé apresentou maior resisténcia de extracdo com o solvente
etanol.

Obteve-se disparidade na quantificacdo dos metabolitos de acordo com o tipo de
solvente, o que podemos levar em consideragdo valores consideraveis como o extrato que
apresentou uma maior concentragio de polifendis 5,84x10° mg/g utilizando o solvente etanol
na coleta do municipio de Puxinand; Flavonoides no municipio de Pocinhos 2: 7,52x107°
também com o solvente etanol e uma maior afinidade na quantificacao de taninos utilizando o
solvente hexano, detectando 14,10 x 10®° na coleta do municipio de Puxinand. O solvente
cloroférmio também conseguiu extrair todos os trés metabdlitos pesquisados, destacando-se

pela quantificacdo de flavondides 7,02x107° no municipio de Campina Grande 3 (Uepb).
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