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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE MEMBRANA POLIMERICA CONTENDO EXTRATO
DAS FOLHAS DE Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz PARA O
TRATAMENTO DE FERIDAS CUTANEAS
IAN BRUNO OLIVEIRA RABELO, Lagarto, 2024.

Introducdo: As membranas poliméricas tém ganhado destaque como uma
alternativa promissora para o tratamento de feridas cutaneas. O polimero quitosana
€ utilizado para desenvolver membranas biodegradaveis e renovaveis que podem
servir como curativos temporarios e permitir a incorporagdo de principios ativos. A
Libidibia ferrea possui acdo antibacteriana e anti-inflamatdria e vem sendo usada
em formulagbes farmacéuticas com essa finalidade. Objetivo: Desenvolver
membranas poliméricas incorporadas com extratos da Libidibia ferrea para o
tratamento de feridas cutaneas. Métodos: Os extratos foram obtidos pelos métodos
de extragcOes por maceracado e ultrassom, sendo submetidos aos testes de: triagem
fitoquimica, quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides. As membranas
foram produzidas através do método descrito por Pereira (2021) e avaliadas pelo
controle de qualidade fitoquimico: teor de compostos fendlicos e flavonoides
liberados pela membrana contendo o extrato de Libidibia ferrea . Resultados: Os
extratos contiveram Flavonoides; triterpenoides e saponinas, ndo sendo identificada
a presenca de cumarinas. O rendimento da extracéo foi 9,82% para o método por
ultrassom e 22,12% para maceracdo dinamica. A quantificacdo dos metabdlitos
apresentou teor de flavonoides (374,25 = 30,05 pg/mL) e compostos fendlicos
(496,76 £ 24,01 pg/mL) no extrato assistido por ultrassom. As membranas liberaram
0s metabdlitos da sua estrutura matricial com maior teor dos compostos fenélicos
(26,76 + 2,67 pg/mL). Conclusdo: A membrana contendo Libidibia ferrea pode ser

uma nova alternativa para tratamento de feridas ou queimaduras.

Palavras-chave: Quitosana, Controle fitoquimico, Triagem fitoquimica, Cicatrizacao.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF POLYMER MEMBRANE CONTAINING EXTRACT FROM
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz LEAVES FOR THE TREATMENT OF
SKIN WOUNDS
IAN BRUNO OLIVEIRA RABELO, Lagarto, 2024.

Introduction: Polymeric membranes have gained prominence as a promising
alternative for the treatment of skin wound. The chitosan polymer is used to develop
biodegradable and renewable membranes that can serve as temporary dressings
and allow the incorporation of active ingredients. Libidibia ferrea has antibacterial
and anti-inflammatory action and has been used in pharmaceutical formulations for
this purpose. Objective: To develop polymeric membranes incorporated with
extracts of Libidibia ferrea for the treatment of skin wounds. Methods: The extracts
were obtained by maceration and ultrasound extraction methods, being subjected to
tests: phytochemical screening, quantification of phenolic compounds, and
flavonoids. The membranes were produced using the method described by Pereira
(2021) and evaluated by phytochemical quality control: content of phenolic
compounds and flavonoids released by the membrane containing Libidibia ferrea
extract. Results: The extracts contained flavonoids, triterpenoids, and saponins, with
no presence of coumarins identified. The extraction yield was 9.82% for the
ultrasound method and 22.12% for dynamic maceration. Quantification of
metabolites showed flavonoid content (374.25 + 30.05 pg/mL) and phenolic
compounds (496.76 = 24.01 pg/mL) in the ultrasound-assisted extract. The
membranes released metabolites from their matrix structure with a higher content of
phenolic compounds (26.76 = 2.67 ug/mL). Conclusion: The membrane containing

Libidibia ferrea may be a new alternative for treating wounds or burns.

Keywords: Chitosan, Phytochemical control, Phytochemical screening, Healing.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais, uma pratica enraizada culturalmente e
historicamente reconhecida, tem se destacado como uma alternativa crucial para a
saude, principalmente em paises em desenvolvimento, onde a maioria da populacao
de baixa renda ndo tem acesso a medicamentos industrializados. A fitoterapia tem
sido eficaz, segura e de baixo custo quando integrada a atencdo basica a saude,
diminuindo a dependéncia de medicamentos convencionais. A Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) incentiva fortemente o uso dessas terapias naturais, que tém
ampla aplicabilidade terapéutica, abrangendo doencas comuns como feridas,
constipacao, artrite, infec¢des respiratorias, dentre outras (FERREIRA; CARVALHO;
SANT’ANNA, 2022; FERREIRA et al., 2019). No Brasil existe a Rela¢cdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (Renisus), a qual
expressa 71 espécies de plantas medicinais que contribuem com a assisténcia
farmacéutica, fortalecendo as alternativas na atencdo basica em saude (BRASIL,
2022).

Dentre as inimeras aplica¢des clinicas que utilizam a fitoterapia destacam-se
as doencas cutaneas, em especial, queimaduras e cortes que necessitam do
processo de cicatrizacdo e reducdo de processos inflamatorios. Neste contexto,
varias plantas apresentam ac¢des anti-inflamatorias e cicatrizantes, das quais pode-
se ressaltar a Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz (PIRIZ et al., 2014). Esta é
uma planta muito utilizada para fins curativos, comum na regido Nordeste,
pertencente a familia Fabaceae, conhecida por nomes como juca, pau-ferro e ibira-
obi. As formas mais comuns de uso da planta sédo: ch4, lambedor ou garrafada
(SILVA et al., 2019). De acordo com Walter et al. 2017, os efeitos da Libidibia ferrea
sdo: a casca contempla acao desobstruente; no fruto foram identificadas atividades
antidiarreica e antidiabética; ja nas folhas e raizes, também verificou-se atividades
antidiarreica, bem como antitérmica. Por fim, existem estudos que demonstram o
potencial de estimulacdo da cicatrizacdo e anti-inflamatério, devido em parte pela
presenca majoritaria de compostos fendlicos na planta (GONCALVES et al., 2023).
Neste contexto, o desenvolvimento de tecnologia adequado que proporcione o
controle da liberacdo e consequentemente, a biodisponibilidade da droga natural ou

sintética, pode ser obtido através de inumeras formas farmacéuticas, tais como



comprimidos, capsulas, nanoparticulas, hidrogéis, membranas poliméricas, dentre
outras. A escolha depende do local e da via de administracdo, a qual pode ser
invasiva ou ndo invasiva, com efeito sistémico ou direcionado ao 6rgdo desejado
(BAHARLOUEI; RAHMAN, 2022). A utilizacdo de polimeros no setor de tecnologia
farmacéutica encontra-se em expansdo, em especial 0 uso de quitosana para
producdo de membranas que contenha o farmaco disperso no sistema matricial
formado. De acordo com Azevedo et al. 2007, a quitosana € um polissacarideo
amino, obtido principalmente dos exoesqueletos dos crustaceos, sendo considerado
um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, de grande
importancia econdmica e ambiental. Sendo assim, o presente trabalho desenvolvel
membranas poliméricas de quitosana contendo as folhas da Libidibia ferrea para

tratamento de doencas cutaneas.

2 JUSTIFICATIVA

Este trabalho teve a intencdo de desenvolver e caracterizar membranas a
base de quitosana incorporadas com extratos das folhas do Pau-ferro. Embora
existam algumas formulagbes descritas na literatura a partir de extratos desta
planta, ndo foram encontrados estudos sobre sua incorporacdo em membranas para
utilizacdo em feridas cutaneas. As relacdes entre massa de extrato e quitosana
também nao estdo descritas na literatura. A producdo destas membranas se mostra
uma técnica barata devido a facilidade de obtencdo das matérias-primas e do
extrato, que advém de uma planta comumente encontrada na regido. Nesse
contexto, o trabalho mostra a importancia dos objetivos descritos a seguir para o

conhecimento do potencial farmacotécnico e clinico desta formulagéo.



3 REFERENCIAL TEORICO

4.1 PELE

A pele é classificada como o maior 6rgdo que o0 ser humano possui, com a
area ocupada em individuos adultos entre 1,5 a 2 m?, sendo responséavel por 15%
do peso corporal, além de exercer acdo protetora dos 6rgaos internos (BARBOSA,
2011; CESTARI, 2019).

De acordo com Bohjanen (2017), a pele desempenha fun¢des importantes,
dentre elas: a sensibilidade; protecdo contra agentes do meio externo, servindo
como barreira; imunoldgica, gracas as células epiteliais possuirem um sistema
complexo de receptores; producdo de melanina por melanécitos, a qual é capaz de
absorver uma parte dos raios ultravioletas; sintese de vitamina D através da
provitamina 7-di-hidrocolesterol presente na pele e manter a temperatura do corpo
através do suor bem como a variagdo do fluxo sanguineo.

A pele pode ser dividida em: epiderme, derme e hipoderme, conforme pode
ser observada na Figura 01. A epiderme é a mais exterior, a qual esta ligada
diretamente ao meio externo, possui espessura entre 75 e 150 um, contendo um
epitélio pavimentoso estratificado e queratinizado, constituida de camada basal,
espinhosa, granulosa, lucida e cérnea. A pele é composta pelos queratinécitos,
produtores da queratina; melandécitos, que atuam sobre a coloracéo da pele; células
de Langerhans, que compdem o sistema imune e as células de Merkel, que estao
associadas as terminacdes nervosas. A derme é a camada intermediaria com cerca
de 0,3 a 3 milimetros de espessura, que contém fibroblastos, macréfagos e poucos
adipécitos. Nesta camada, localizam-se estruturas importantes como 0S vasos
sanguineos e linfaticos, nervos sensoriais somaticos, foliculos pilosos, musculatura
lisa e glandulas. A hipoderme é a ultima camada sendo estratificada areolar possui
os adipdcitos globulares e lamelares (BERNARDO; SANTOS; SILVA, 2019;
VANPUTTE et al., 2016).



Figura 1: Pele e tecido subcutaneo.
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Fonte: VANPUTTE et al. (2016)

4. 2 FERIDAS CUTANEAS E O PROCESSO DE CICATRIZACAO DA PELE

As feridas s@o ocasionadas por acdo agressiva ao tecido vivo, gerando assim
uma descontinuidade do epitélio, tendo vérias origens como trauma ou infeccédo
(ECHER et al., 2011). A classificacdo das feridas pode-se levar em consideracdo a
causas (cirargicas, traumaticas e ulcerativas), o conteddo microbiano (limpas,
limpas contaminadas, contaminadas e infectadas), o tipo de cicatrizagcdo (primeira,
segunda e terceira intencdo), grau de abertura (abertas e fechadas) e tempo de
duracéo (agudas e crbnicas). O processo de cicatrizacao de feridas tem a funcéo de
manter a integridade da pele (SHARMA et al., 2022).



A cicatrizacdo ocorre quando ha uma desordem no epitélio, ativando assim
uma série de eventos celulares e moleculares na tentativa de reorganizar os tecidos,
ressaltando que a pele lesionada devera ser trocada por um tecido conjuntivo
vascularizado. O processo de cicatrizacao da pele €é dividido em fases: inflamatéria,
proliferativa e de maturagéao (OLIVEIRA et al., 2010).

A fase inflamatoria inicia-se assim que ocorre o dano tecidual, onde o corpo
tenta restringir os efeitos aumentando a permeabilidade vascular, facilitando assim o
acesso das células do sistema imunoldgico para o local por meio da secrecédo de
citocinas e fatores de crescimento. Ao lesionar a derme ocorre a exposi¢ao do
colageno subendotelial, proporcionando aos vasos sanguineos a possibilidade de
gerar uma agregacao das plaquetas e ativar a via de coagulacéo. Inicialmente ha
uma vasoconstricdo local, mas logo em seguida ocorre a vasodilatacdo. Todos
esses eventos combinados geram edema, calor, rubor e dor (SILVERTHORN,
2010).

A fase proliferativa caracteriza-se pela formacao do tecido granuloso, a partir
do quarto dia apos o dano. Primeiramente ocorre a reepitelizacdo, em que as
células migram para a parte mais externa do epitélio para promover restauracao e
estabelecer uma barreira protetora. Em seguida, acontece a formacéo de novos
vasos sanguineos, processo denominado angiogénese, em que as células
endoteliais sdo atraidas através do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), secretado
pelos macrofagos. Os fibroblastos sdo atraidos para o local da injuria tecidual,
dividem-se e produzem componentes da matriz extracelular ou substancia
fundamental. (SZWED; SANTOS, 2017).

Na fase de maturacdo, comeca a acontecer a substituicdo do colageno tipo |
pelo tipo Il e uma reorganizagcdo do mesmo, em que as fibras aleatérias passam a
se organizar como linhas de stress, de forma entrelacada. Com isso ocorre o

aumento da resisténcia da parte danificada (ISAAC et al., 2010).

4. 3 ADMINISTRACAO DE FARMACOS ATRAVES DA PELE

A pele como local de administracdo de farmacos possui dificuldades para
atravessar essa barreira, sendo o estrato cérneo o principal bloqueio dos farmacos
através da pele. Outros fatores influenciam na permeabilidade, dentre eles:

coeficiente de particdo e a solubilidade do farmaco em agua, jA que moléculas



grandes e polares possuem dificuldade em atravessar. As condi¢cdes ideais para
uma maior absor¢cdo sao: baixo peso molecular e solubilidade em ambientes
hidrofilicos e hidrofébicos. Ressalta-se que os farmacos sao incorporados em
inimeras formas farmacéuticas de aplicacdo tdpica, tais como pomada, creme, gel,
filmes poliméricos, dentre outras, a fim de se obter um melhor resultado da
formulacao (SILVA et al., 2010).

4. 4 MEMBRANAS POLIMERICAS

Os polimeros sdo constituidos por unidades de compostos quimicos
repetitivos menores (meros) que se ligam ao longo da cadeia principal por meio de
reacoes de poliadicdo, formando macromoléculas de alta massa molar (PIRES et
al., 2015). Estes materiais possuem grande aplicacdo no mercado da medicina por
serem de facil fabricacdo, por terem arquitetura variada (unidimensional,
bidimensional e tridimensional) e por ser rara a incompatibilidade de medicamentos
com a classe geral de polimeros (RIOS, 2005).

Na area da pesquisa, tem-se desenvolvido membranas a base de polimeros
com o objetivo de tratamento de feridas cutédneas e auxilio no processo de
cicatrizacdo (BASILIO, 2018). Estas membranas podem atuar fornecendo uma
cobertura temporaria para o epitélio danificado por queimaduras, por exemplo,
funcionando como curativos (RAHMANIAN-SCHWARZ et al., 2012), além de ser
adequado para incorporar ativos na sua estrutura. Dentre os polimeros utilizados na

producao do filme destaca-se o de gelatina e o de quitosana.

4. 4.1 QUITOSANA

A quitosana é um polissacarideo amino, derivado do processo de
desacetilacdo da quitina. Constitui a maior parte dos exoesqueletos dos insetos,
crustaceos e parede celular de fungos. E um produto natural, de baixo custo,
renovavel e biodegradavel, de grande importdncia econdmica e ambiental
(AZEVEDO et al., 2007). Este biopolimero pode facilmente se dissolver em solu¢fes
de acidos fracos diluidos, devido a protonacdo de seus grupos amino, sendo o acido
acético o solvente mais empregado. Nas ultimas duas décadas a importancia deste

polimero tem crescido significativamente em funcdo de ser uma fonte renovavel e



biodegradavel e, também, por causa do recente aumento no conhecimento da sua
funcionalidade nas aplicacdes tecnoldgicas e biomédicas (LARANJEIRA; FAVERE,
2009). Dentre as inUmeras amostras que sao susceptiveis de serem incorporadas
nos filmes destaca-se a utilizagdo de extratos naturais obtidos de plantas

medicinais, dentre as quais se destaca o pau-ferro.

4.5 Libidibia ferrea

A Libidibia ferrea € uma planta caracteristica da regido norte e nordeste,
pertencente a familia Fabaceae, popularmente conhecida como “juca” ou “pau-
ferro”. A arvore consegue chegar a 15 metros de altura com tronco curto revestido
por casca fina. As flores tém pétalas separadas com coloracdo amarelada. No Brasil
existem quatro tipos diferentes: Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) var. ferrea; Libidibia
ferrea var. glabrescens; Libidibia ferrea var. parvifolia e Libidibia ferrea var.
leiostachya (SILVA, 2015).

Na literatura recente sdo descritas algumas formulacbes farmacéuticas a
partir da planta como enxaguatoério bucal (VENANCIO et al., 2015; MARREIRO et
al., 2020), emulsdo (FERREIRA et al., 2020) e formas semissdlidas como creme e
pomada (MOREL et al., 2023), apresentando resultados promissores no campo da
farmacotécnica. Esta planta possui grande potencial medicinal, ja que apresenta
baixa toxicidade em formulagbes com ac¢des anti-inflamatérias (LINS, 2020), além
de propriedades antimicrobianas, analgésicas, antioxidantes e antinociceptiva
(ARAUJO et al., 2014; FALCAO et al., 2019). Segundo Holanda et al. (2021),
extratos produzidos a partir das folhas apresentam capacidade de reducado de carga
bacteriana de cepas Gram-positivas e Gram-negativas. Em um estudo de revisdo
sistematica da literatura foi destacada a capacidade de acdo anti-inflamatéria e
cicatrizante da planta, sendo alguns compostos fendlicos responsaveis por estas
acoes (OLIVEIRA; LABRE; LABRE, 2022).

4.5.1 COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NA Libidibia ferrea
Os compostos fendlicos sdo aqueles que tém quanto a estrutura molecular

basica pelo menos um anel aromatico ligado a um grupo hidroxila com &cidos

fendlicos e flavonoides. Existem inUmeros compostos que entram nessa categoria,



dentre eles: flavonoides, taninos, cumarinas e fendis simples. Os fendlicos principais

encontrados na Libidibia ferrea sédo o acido gélico e a epicatequina (SILVA, 2015).

Os flavonoides podem ser conceituados como grupo de polifendis originarios
de plantas a partir dos &cidos chiquimato e acilpolimalonato. A sua composi¢ao
guimica é formada por trés anéis de fendis sendo subdividido em flavonais,
flavonas, isoflavonoides e antocianinas. Sao detectados por meio da
espectrofotometria de massa e ressonancia magnética nuclear (FLAMBO, 2013).
Um estudo realizado por Silva (2019) na espécie Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.)
constatou por meios de testes fitoquimicos os seguintes flavonoides: flavondis,
flavonas, flavanonas, dentre outros. Estes compostos possuem diversas atividades
farmacol6gicas com aplicacbes promissora como: Atividade antiviral, antitumoral,
anti-inflamatoria, antioxidante e hormanal (SANTOS; RODRIGUES, 2017).



4 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolvimento de membrana poliméricas contendo extrato hidroalcodlico

de Libidibia ferrea para o tratamento de feridas cutaneas.

3. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos hidroalcodlicos das folhas de Libidibia ferrea extracédo assistida
por ultrassom e por maceracao;

e Realizar triagem fitoquimica dos extratos obtidos a partir da folha da planta;

e Quantificar os flavonoides e compostos fendlicos presentes no extrato da
folha de Libidibia ferrea;

e Desenvolver membranas poliméricas contendo o extrato da folha de Libidibia
ferrea a base de quitosana,;

e Realizar controle de qualidade fitoquimico da membrana polimérica com

extrato;
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 MATERIAL VEGETAL

As amostras das folhas da Libidibia ferrea foram coletadas no povoado Brejo
localizado no municipio de Lagarto, Sergipe (-10.991270, -37.626477).

5. 2 AMOSTRAGEM

As folhas foram inicialmente levadas a estufa de ar circulante a 45°C para
secagem. Apds, o material vegetal passou pelo processo de moagem em
multiprocessador, seguido de tamisacado a fim de se obter um p6 homogéneo com
tamanho de 20 mesh. O material foi acondicionado em embalagem hermeticamente

fechada e protegido do calor e iluminacéo para posterior preparo do extrato bruto.

5. 2. 2 PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO DA FOLHA DA Libidibia ferrea

5. 2. 2. 1 Extracao assistida por ultrassom

Para extragdo assistida por ultrassom foi utilizado o método Azevedo e
colaboradores (2020) com modificacdes. O p6 da folha foi submetido a mistura com
etanol 70% (v/v) na proporcéo de 1:10 (1g de po6 da folha para 10 mL de solvente),
apos isso, realizou-se a extracdo assistida em banho ultrassénico por 120 minutos,
a temperatura ambiente, obtendo-se o extrato etandlico. Por fim, o extrato etandlico
foi submetido a evaporacao do solvente sob vacuo em rotaevaporador (Edutec EEQ
- 902) a 45 °C, com posterior raspagem e utilizacdo de alcool etilico 70% (v/v) para
remocao do extrato do baldo, obtendo assim o extrato seco apdés 24 horas em
capela de exaustéo.

5. 2. 2. 2 Extragao por maceragao
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O extrato foi preparado utilizando como liquido extrator alcool a 70% (v/v) na
proporcéo de 1:10 (p6 da folha : solvente), segundo Santos e colaboradores (2015)
e Handa (2008), com modificacdes. Neste processo, o extrato foi colocado em um
recipiente tampado com o solvente e deixado a temperatura ambiente por um
periodo de 24 horas com agitacao frequente. A mistura foi filtrada e o material sélido
umido pressionado, obtendo-se o extrato etandlico. Por fim, o extrato etandlico foi
submetido a evaporacéo do solvente sob vacuo em rota-evaporador (Edutec EEQ -
902) a 40 °C, com posterior raspagem e utilizacao de alcool etilico 70% (v/v) para
remocdo do extrato do baldo, obtendo assim o extrato seco ap0s 24 horas em

capela de exaustéo.
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5.2.2.3 Determinacao do rendimento da extracao

Os extratos obtidos pelos métodos de extracdo foram pesados para o célculo

de rendimento, sendo expressos em porcentagem de acordo com a formula abaixo:

Me
Ebq = x100

as

Dados: E% = Rendimento da extracao
Me = Massa do extrato seco obtida (g)
Mas = Massa das folhas pulverizadas antes da extracéo (g)

5. 2. 3 TRIAGEM FITOQUIMICA

A triagem fitoquimica foi realizada para avaliar qualitativamente os

metabolitos secundarios presentes nas folhas de Libidibia ferrea.

5. 2. 3. 1 Esteroides / triterpenoides

A deteccdo para esteroides e triterpenoides foi realizada utilizando a reacdo
de Liebermann-Burchard (anidrido acético (CsHeOs) + acido sulfurico (H2SOa4)
concentrado), utilizou-se 2 mL do extrato misturando a 2 mL de cloroférmio (CHCls),
em seguida, a solucao foi filtrada gota a gota em um funil com algod&o coberto com
alguns decigramas de sulfato de sédio (NazSO4) anidro. Em um tubo de ensaio, foi
adicionado 1 mL de anidrido acético, agitando suavemente, e acrescentou-se
cuidadosamente trés gotas de &acido sulfurico (H2SO4) concentrado, agitando
suavemente e observando o desenvolvimento de cores. Caso ocorresse a coloragéo
azul evanescente e, logo apds, verde, indicaria a presenca de esteroides, caso a
coloracao fosse vermelha, rosa, purpura ou violeta seria positivo para triterpendides
(DA SILVA; MIRANDA; DA CONCEIQAO, 2010).
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5. 2. 3. 2 Flavonoides

A deteccdo deu-se por meio do teste de cianidina ou Shinoda (HCI
concentrado e magnésio metalico). Foram adicionados 2 mL do extrato,
aproximadamente 0,5 cm? de magnésio em fita com 2 mL de &cido cloridrico
concentrado. A reacdo termina quando acaba a efervescéncia. Se ocorresse
variacdo de cor de pardo a vermelho indicaria a presenca de flavonoides (DA
SILVA; MIRANDA; DA CONCEICAO, 2010).

5. 2. 3. 3 Saponinas

Em 2 mL do extrato foram misturados 2 mL de cloroférmio e 5 mL de agua
destilada, prosseguindo para filtracdo em tubo de ensaio, posteriormente, a solucao
foi agitada por 3 minutos, observando a formacdo de espuma. Caso ocorresse
formacé&o persistente da espuma, resultado seria positivo (DA SILVA; MIRANDA; DA
CONCEICAO, 2010).

5. 2. 3. 4 Alcaloides

Foi utilizado 1,0 mL de extrato com 10 mL de &cido sulftrico a 1% (v/v),
posteriormente, a solugcdo foi aquecida em banho maria a 60°C durante dois
minutos. Logo depois, foi misturado 1 mL da solugdo com 1 mL de reagente de
Mayer. Resultado positivo, caso formasse precipitado branco ou a mudanca de

coloracdo para marrom (DE LUCENA et al., 2020).

5. 2. 3. 5 Cumarinas

O método utilizado foi o descrito por Grisélia (2018) com modificagbes. O
extrato foi gotejado em um papel de filtro até formar 2 manchas de
aproximadamente 1 cm de diametro. Foram adicionadas, em uma das manchas, 2
gotas de solucdo etandlica de hidroxido de potassio (KOH) a 5% (m/v). Sendo
levado o papel filtro para camara de luz ultravioleta (365 nm), na qual, em caso de

resultado positivo, era observada presenca de luminescéncia.
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5. 2. 4 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DO EXTRATO
DA FOLHA DA Libidibia ferrea

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando o método
colorimétrico descrito por da SILVA et. al (2020) com algumas modificacdes,
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (DINAMICA, COD. 2326, LOTE 90198).
Solugdes estoque dos extratos foram preparadas na concentracdo de 5 mg.mL?, e
em seguida diluidas em etanol para a concentracédo de 500 pug.mL. Esta andlise foi
realizada ap6s a adicdo de 0,5 mL da amostra (extrato vegetal) e 2,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteu 1:10 (v/v) em tubos de ensaio recobertos com papel
aluminio. Apos 8 minutos, foram adicionados 2 mL de carbonato de sédio (Na2CO3)
4% (m/v). A mistura permaneceu em repouso por 2 horas, e em seguida, foi

realizada a leitura em espectrofotdbmetro a 765 nm.

Uma curva de calibracao de acido galico foi construida nas concentracdes de
10, 20, 40, 80 e 100 pg/mL. A equacao da reta obtida foi utilizada para quantificar os
compostos fendlicos totais. Os resultados foram representados em equivalente de
acido galico, em miligramas por grama de extrato (mg EAG/g). As andlises foram
realizadas em triplicata. Na Figura 2, é possivel observar uma reacdo que evidencia
a oxidacdo de compostos fendlicos e a reducdo do molibdénio, resultando na

formacéo de um produto com coloragao azul.

Figura 2: Reacéo representativa de oxirreducdo do reagente de Folin-Ciocalteu com compostos

fendlicos.
Os_ _OH Ox O Ox©
Na,CO, 2 [PM012+6040]_3= +2 [PMo,""Mo,"®0, ] + 2H"
HO OH Ho OH © OH
OH OH o
A =765 nm

Fonte: MUNTEANU e APETREI, 2021.
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5.2.5 QUANTIFICA(;AO DE FLAVONOIDES TOTAIS DO EXTRATO DA FOLHA
DA Libidibia ferrea

O método para quantificacdo de flavonoides foi a espectrofotometria no
ultravioleta-visivel por meio da formacédo do complexo de aluminio (Al*3) ligados aos
flavonoides, sua coloragdo se torna amarelada. Apds formar este complexado foi
feita uma analise espectrofotométrica a 420 nm, a intensidade de absorbéancia é
proporcional a concentracdo de flavondide na amostra. (RIBEIRO, 2014). Foram
transferidas aliquotas de 0,5 mL da amostra do extrato, em triplicata, para os tubos
de ensaio. Depois, foi adicionado 0,5 mL de cloreto de aluminio (AICI3) a 2% (m/v)
juntamente com 2,5 mL de metanol (CH3OH), e deixado em repouso por 30 minutos.
Apoés esse periodo foi realizada a leitura em espectrofotbmetro a 420 nm. Para
comparar os resultados, foi gerada uma curva de calibragdo com o padrdo de
guercetina nas concentracfes de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL, e a partir da
equacao da reta obtida por esse padrdo foi feito o célculo de flavonoides totais
(COELHO et al., 2016). Na Figura 3, € possivel observar a reacdo que resulta na
formacdo do complexo de flavonoide com o cloreto de aluminio, acentuando a

intensidade da coloracgao.

Figura 3: Reagdo de formagéo do complexo do flavonoide com o aluminio do cloreto de aluminio.

+
O/AI

A =420 nm

Fonte: ILMI et. al, 2020.
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5. 2. 6 PRODUCAO DE MEMBRANAS POLIMERICAS CONTENDO EXTRATO DA
FOLHA DA Libidibia ferrea

5. 2. 6. 1 Membrana de quitosana

Para formulacdo da membrana de quitosana incorporada com extrato da
Libidibia ferrea foi utilizado o método descrito por Pereira (2021), com modificac®s.
A priori, a quitosana em po6 foi dissolvida a concentracdo 1% (m/v) em 10 mL de
solucado de acido acético 1% (v/v) com agitacdo constante por 2 horas. Em seguida,
foram incorporadas 500 mg do extrato dissolvido em 1 mL de dimetilsulféxido
(DMSO) e mantido em agitacdo por 30 minutos. Apds isso a mistura foi vertida em

placa de petri e armazenada em estufa a 30°C por 24 horas.

5. 2. 7 CONTROLE DE QUALIDADE DAS MEMBRANAS

5. 2. 7. 1 Quantificacdo de compostos fendlicos totais do extrato incorporados na

membrana.

As amostras da membrana produzida foram cortadas dimensdes de 1 x 2,4
cm, aproximadamente. Em seguida, o material foi envolvido em papel filtro e
colocado em becker com 60 mL de agua destilada a 37 °C (x 2°C) e submetidos a
agitacao constante por 24h. Por fim, em triplicata foi utilizada a metodologia descrita

no topico 5. 2. 4 para quantificacao.

5. 2. 7. 2 Quantificacao de flavonoides totais do extrato incorporados na membrana.

As amostras da membrana produzida foram cortadas dimensdes de 1 x 2,4
cm, aproximadamente. Apos isso, foram envolvidas em papel filtro e colocadas em
becker com 60 mL de agua destilada a 37 °C (x 2°C) e submetidas a agitacéao
constante por 24h. A quantificacdo do metabdlito seguiu a metodologia descrita no
tépico 5. 2. 5.
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5. 2. 7. 2 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o teste t por meio do programa
GraphPad Prism 8.0, com niveis de significancia maiores que 95% (p< 0,05) e
aplicado pos test de Tukey (p <0,05). Os resultados foram expressos em termos da

média dos dados a partir de trés analises independentes.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6. 1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Para os métodos de extracdo foram utilizados 20 g de pé da folha, apds a
extracdo assistida por ultrassom obteve-se 1,96 g de extrato seco, ja pelo método
de maceracdo dinamica obteve-se 4,42 g de extrato seco. Os resultados
demonstraram um rendimento de 9,82 % para o método de extracao por ultrassom e
22,12 % para o método de extracdo por maceracdo dindmica. De acordo com
Comandolli-Wyrepkowski et al. (2017) a utilizacdo de diferentes solventes podem
influenciar no rendimento da extracdo, em que foram encontrados rendimentos de
1,51% e 15,45% na extracdo das folhas da Libidibia ferrea por ultrassom utilizando
hexano e metanol, respectivamente, como solventes. O resultado superior do
método de maceracdo dindmica € corroborado por Neto (2022), o qual encontrou
rendimento de 26,20% para a extracdo por maceracao (24h) com etanol 70%.
Ressalta-se que o método por maceracao tende a obter maiores concentracbes de
acucar, mucilagens e outros metabdlitos, visto que permanece por mais tempo
extraindo os composto do material vegetal, o que faz seu rendimento ser superior ao

método de ultrassom.

6. 2 TRIAGEM FITOQUIMICA

A triagem fitoquimica apresentou resultados semelhantes para os dois
métodos de extracdo. Constatou-se a presenca de Flavonoides; com reacdo de cor
forte (+++), Triterpenoides; com moderada reacédo de cor amarela (++) e saponinas;

com fraca formagdo de espuma (+) para ambos os métodos de extracdo. Nao foi
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identificada a presenca de cumarinas devido a auséncia de luminescéncia em
relacdo ao controle, assim como, alcaloides devido a auséncia de precipitado ou

coloracdo marrom, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Triagem fitoquimica do extrato das cascas do caule da Libidibia ferrea.

METABOLITO SECUNDARIO | RESULTADO

Flavonoides +++
! , . 7. I !
Esteroides / Triterpendides ++
| . | 1
Saponinas +
| ] I |
Cumarinas -
| . | 1
Alcaloides -

I(_t)agenda: Intensidade da reacéo classificada como: forte (+++), moderada (++), fraca (+) e ausente

O resultados foram semelhantes aos encontrados por Souza et al. (2022),
gue a partir da turbo-extragdo das folhas constatou a presenca de flavonoides e
saponinas, divergindo apenas na presenca de triterpenoides, em que o autor relatou
a presenca de esteroides. Da mesma forma, Batista (2019) também constatou a
presenca de flavonoides, divergindo apenas na presenca de alcaloides e
triterpenos, assim como o anterior. Apesar de néao ter sido detectada a presenca de
cumarinas no extrato, estes metabdlitos ja foram constatados em partes desta
planta como descrito por Goncalves et al. (2023) em revisdo da literatura. Estas
diferencas podem ser devido a especificagbes dos métodos de extracdo, como 0

método, solvente e sua concentracao utilizada e o tempo de extracéo.

6. 3 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DO EXTRATO

Para quantificar os compostos fendlicos totais foi desenvolvida uma curva de

calibracdo utilizando como padrdo secundario o &cido galico, conforme mostra a
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Figura 4. Por meio da curva de calibracdo foi elaborada a equacédo da reta para
acido gdlico que corresponde ao teor de compostos fendlicos a ser avaliado no
extrato. O valor de coeficiente de determinacdo (R?) acima dos 99% dao
confiabilidade corresponde a curva padrao para quantificacdo do teor de compostos

fendlicos em ensaio espectrofotométrico.

Figura 4. Curva de calibracdo padréo para acido galico com equacéao da reta.
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O resultado do calculo da equacado da reta foi descrito em pg/ml de extrato

para as amostras das folhas da Libidibia ferrea, conforme ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracfes de compostos fendlicos totais obtidos pelos métodos de
extragao por ultrassom e maceracao.

Compostos Fendlicos | [] pg/mL | [] pg/mL
EAG EAG
Ultrassom | Maceracao
Dinamica
Amostra 1 462,96 526,34
Amostra 2 516,48 329,15
Amostra 3 510,85 434,79
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Média 496,76 430,09

Desvio Padrao 24,01 80,57

Legenda: [ ] (concentracéo); EAG (Equivalente do Acido Galico).

Para as amostras em que houve extracdo por ultrassom, obteve-se uma
concentracdo média de 496,76 + 24,01 pg/mL. Ja para as amostras extraidas por
maceracdo dindmica encontrou-se uma concentracdo média de 430,09 = 80,57
pg/mL. Estes valores sdo superiores aos encontrados por Miki (2021), que
demonstrou ter encontrado cerca de 151,16 = 3,19 ug/mL no extrato da planta.
Segundo Santos (2016) a sazonalidade climatica pode influenciar no teor de
compostos fendlicos totais presentes nas folhas da Libidibia ferrea, contribuindo

para sua diminuicdo em meses mais chuvosos.

6. 4 QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS DO EXTRATO

Para quantificar os flavonoides totais foi desenvolvida uma curva de
calibracdo utilizando como padrdo secundario a quercetina, conforme mostra a
Figura 5. Por meio da curva de calibracdo foi elaborada a equacédo da reta para
guercetina que corresponde ao teor de flavonoide a ser avaliado no extrato. O valor
do coeficiente de determinagdo (R?) acima dos 0,99 d4 uma maior confiabilidade a

curva padréo para concluséo do teor de flavonoides em ensaio espectrofotométrico.

Figura 5. Curva de calibracdo padréao para quercetina com equacao da reta.
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O resultado do calculo da equacao da reta foi descrito em pg/ml de extrato
para as amostras das folhas da Libidibia ferrea, conforme ilustrado na Tabela 3.

Tabela 3. Concentracdes de flavonoides totais obtidos pelos métodos de extracdo

por ultrassom e maceragao.

Flavonoides Totais [ ] ng/mL [ ] ng/mL
EQ EQ
Ultrassom Maceracgéo

Amostra 1l 332,65 322,92
Amostra 2 402,57 395,49
Amostra 3 387,52 380,44
Média 374,25 366,28
Desvio Padrao 30,05 31,27

Legenda: [ ] (concentracdo); EQ (Equivalente de Quercetina).

Os flavonoides mostraram-se detectaveis e quantificaveis. Para as amostras
em que houve extracdo por ultrassom, obteve-se uma concentracdo meédia de

374,25 + 30,05 pg/mL. J& para as amostras extraidas por maceracdo dinamica
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encontrou-se uma concentracdo média de 366,28 + 31,27 ug/mL. A presenca destes
compostos no extrato das folhas é corroborada por Neto (2022), a presenca destes
metabolitos podem contribuir para atividade atividade antioxidante e antiinflamatoria,
comprovadas pelo autor. Neste contexto, ressalta-se que o extrato a ser utilizado
para a producdo das membranas serd o obtido pelo método assistido por ultrassom,
tendo em vista que apresentou teor mais elevado na quantificacdo dos metabdlitos

ativos.
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6. 5 CONTROLE DE QUALIDADE DAS MEMBRANAS

6. 5. 1 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DO EXTRATO
INCORPORADOS NA MEMBRANA

A quantificacdo de compostos fenodlicos presentes na fracdo estipulada da
membrana apresentou valor médio de 26,76 + 2,67 pug/mL, como descrito na Tabela
4.,

Tabela 4. Concentracdes de compostos fendlicos totais presentes na membrana de
guitosana.

Compostos Fendlicos [1ug/mL - EAG
Média 26,76
Desvio Padréo 2,67

Legenda: [ ] (concentracéo); EAG (Equivalente do Acido Galico).

O extratro da Libidibia ferrea apresenta determinada quantidade que torna
possivel a quantificacdo de teor de compostos fendlicos na formulacdo da
membrana. Estudos como o de Morel et al. (2023) e Miki (2021) relatam qualidades
do extrato da planta na formulacdo de semi-sdlidas, devido a estabilidade que estas

formas farmacéuticas propiciam.
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6. 5. 2 QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS DO EXTRATO
INCORPORADOS NA MEMBRANA

A quantificacdo de flavonoides totais presnetes na fragdo estipulada da
membrana apresentou valor médio de 0,04 + 0,24 pg/mL, como descrito na Tabela
4.

Tabela 4. Concentracfes de flavonoides totais presentes na membrana de quitosana.

Flavonoides Totais [ ] Hg/mL - EQ
Média 0,04
Desvio Padrao 0,24

Legenda: [ ] (concentracdo); EQ (Equivalente de Quercetina).

Apesar de ter apresentado quantidade relativamente maior no doseamento
do extrato, a quantificacado de flavonoides na membrana revelou baixa quantidade
liberada. Segundo Basilio (2018) uma das formas eficientes de melhorar a adesao
do extrato a membrana e sua estabilidade durante a incorporacéo € a utilizacdo de
mais de um polimero em sua formulacdo, melhorando os resultados na liberagéo do

metabadlito.

6. 5. 3 ANALISE ESTATISTICA

Ao aplicar a andlise estatistica constatou que existe diferenca significativa
entre os metabdlitos flavonoides e compostos fendlicos liberados pela membrana
(Figura 6), com valor de p = 0,0016.
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Figura 6. Comparacgdo entre compostos fendlicos totais e flavonoides totais presentes quantificados
na membrana.

;) -
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Legenda: mcg: Micrograma.

Em estudo feito por Silva (2018) e revisdo da literatura feita por Almeida
(2022), é destacada a presenca de acido galico, acido elagico e taninos no extrato
desta planta o que contribui para uma grande presenca de compostos fendlicos em
sua composigao.

7 CONCLUSAO

Os extratos das folhas de Libidibia férrea apresentaram flavonoides,
triterpenoides e saponinas, com teor superior de flavonoides e compostos fenélicos
no extrato assistido por ultrassom. A membrana polimérica com quitosana e extrato ,
liberou maior concentracdo de compostos fendlicos. Os resultados do controle de
gualidade demonstram a necessidade de maior estudo a respeito do tema, pois 0
conhecimento da relacdo extrato/formulacdo ainda é pouco explorado, o que
ressalta a importancia de abordagens inovadoras na producdo de materiais

biocompativeis.
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