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Resumo

Copernicia cerifera Mart., conhecida popularmente como carnauba, € uma
espécie genuinamente brasileira da familia Palmae. Essa familia compreende um
total de cerca de 2500 a 3500 espécies. Essa espécie ocorre nas regides Norte e
Nordeste do Brasil, muito abundante no estado do Piaui e no Pantanal
Matogrossense.

A carnauba possui grande importancia sob o ponto de vista econémico para
as populacdes das regides de onde é nativa, pois dela quase tudo é comercializado,
gerando renda ndo s6 para a populagado local através da venda de artesanato e
produtos manufaturados, quanto também para grandes empresas que exploram sua
cera.

No estudo fitoquimico das folhas da carnauba, foram encontradas misturas de
acidos graxos e hidrocarbonetos de cadeia longa, tanto na fracdo hexanica e de
acetato de etila proveniente da particao do extrato etandlico bruto, quanto no préprio
extrato hexanico bruto, além de um sesquiterpeno, um diterpeno, derivados do acido
benzdico e derivados aril-propanoidicos. Dos acidos graxos de cadeia longa,
somente dois desses, 0 acido hexadecandico (ou acido palmitico) e o acido
octadecandico (ou acido estearico) foram encontrados nos frutos de carnauba a
partir de técnica utilizada para a extracéo de 6leos fixos.

Sobre as atividades farmacoldgicas, foram realizados estudos quimicos e in
vivo para avaliar as atividades antioxidantes, analgésicas, antiinflamatéria e
antimicrobiana de alguns dos extratos de C. cerifera.

Sobre a atividade antioxidante dos extratos etandlicos in vitro através do teste
quimico com o radical livre DPPH, todos os extratos testados apresentaram

resultado superior ao padrao do extrato do Gingko biloba e resultados comparaveis
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com o padrao rutina, um flavonéide com atividade antioxidante ja reconhecida. Para
o teste in vivo utilizando células de S. cerevisiae, o extrato hexanico das folhas
apresentou maior atividade, sendo o extrato padrdo de Gingko biloba inativo neste
teste.

Quanto a atividade analgésica, os extratos etandlico das folhas e hexanico
dos frutos apresentaram resultados superiores aos demais extratos, tanto para o
teste da placa quente, quanto para o teste de retirada da cauda. Neste ultimo teste,
o extrato etandlico de folhas apresentou resultado superior ao extrato hexanico dos
frutos. No teste das contorcbes abdominais, todos os dois extratos testados
apresentaram resultados compativeis com aqueles observados para a indometacina.

Quanto a atividade analgésica e antiinflamatéria, novamente o extrato
etandlico das folhas apresentou o melhor resultado dentre todos os extratos
testados, tanto no teste da formalina (nas fases | e IlI) quanto no teste do edema de
orelha em camundongos.

Na avaliacdo da inibicdo do crescimento microbiano, os extratos
apresentaram diferentes resultados em fungdo da cepa testada. Para a cepa de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e
Escherichia coli ATCC 25922 (beta-lactamase negativa) o extrato etandlico dos
frutos apresentou o melhor percentual de inibicdo de crescimento. Para o
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (suscetivel a oxacilina e penicilina) o extrato
hexanico das folhas apresentou perfil de inibicdo de crescimento superior aos
demais extratos.

Nenhum extrato evidenciou atividade frente a Mycobacterium tuberculosis.
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Abstract

Copernicia cerifera Mart., known popularly as carnauba, belongs to the
Palmae family. This family encompasses between 2500 and 3500 species into about
236 genera. The studied species occurs in abundance in the North and Northeast
regions of Brazil, mainly in the State of Piaui and Mato-Grosso in a region called
Pantanal Matogrossense.

Carnauba is very important by the economic point of view being used by
populations where it is native for several facilities. The main industrial application is
its use for the factories to extract the wax from leaves.

The phytochemical study of carnauba leaves showed several long chain fatty
acid mixtures in the hexanic and ethyl acetate partitions obtained from the crude
ethanolic extract as well as in the crude hexanic extract besides one sesquiterpenoid,
one diterpenoid, benzoic acid derivatives and arylpropane derivatives. Among all the
long chain fatty acids identified in the leaves extracts, only the hexadecanoic acid
(palmitic acid) and octadecanoic acid (stearic acid) have been found in the fruit
hexanic extract.

The pharmacological point of view, several methodologies were assayed with
carnauba extracts: antioxidant activity (in vitro and in vivo), analgesic, anti-
inflammatory and anti-microbiane activities.

The antioxidant activity of all assayed extracts from carnauba showed a very
good activity by the DPPH methodology, being the results comparable to that found
for the Ginkgo biloba standardized extract (EGb 761), with recognized antioxidant
activity very used in several therapeutical protocols. Some extracts had an activity

compared with that for rutin, a flavonoid with a very huge antioxidant activity, mainly
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in the higher concentration. For the in vivo test, using the Saccharomyces cerevisiae
eukariotic cell model, it was possible to see a good protection against oxidation by
tert-butyl hydroperoxide for two extracts of carnauba while the Ginkgo biloba extract
has shown no activity.

Concerning the analgesic activity the best results were achieved for the crude
ethanolic extracts of leaves and hexanic extract of fruits. Inhibition of writhing
produced by acetic acid i.p. injection have shown an activity compared with that
observed for the indometacin. Hot plate and tail-flick tests they were also the best
being the crude ethanolic extract of leaves superior than the hexanic extract of fruits
in the later test.

Anti-inflammatory activity tested, both by the formalin and ear oedema assays,
showed the crude ethanolic extract of leaves as havingthe best results.

In the anti-microbiane activity, the results were dependant of the strain used.
For the Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212
and Escherichia coli ATCC 25922 (Beta-Lactamase negative), best results were
achieved with crude ethanolic extract of fruits. When the activity was made against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (sensible to oxacylin and penicillin) best result
was achieved for the hexanic extract of leaves. No extract has shown any activity

against Mycobacterium tuberculosis.
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Palmeiras — Foco de Interesse Cientifico

As palmeiras sao plantas terrestres ancestrais, com fosseis datando do final
do periodo Cretaceo (aproximadamente ha 85 milhdes de anos). Por serem
formadas por matérias duraveis, elas possuem um registro de fésseis relativamente
significativo. Por exemplo, grdos de pdlen de “Mangrove Palm”, Nypa fruticans,
foram encontrados em sedimentos do periodo Eoceno (cerca de 50 milhdes de anos
atras) em Londres. Estavam também presentes nos mesmos sedimentos o pdélen de
“Rattan Palm”, Calamus daemonorops, o fruto de uma espécie de Oncosperma e de
uma espécie de Sabal, e sementes similares as de “Fishtail Palm”, Caryota
(STEWART, 1994).

Embora as palmeiras possuam uma aparéncia caracteristica que permita
que muitas pessoas as reconhegcam com certa facilidade, varios grupos de plantas
nao relacionadas compartiiham algumas semelhangas e s&o, muitas vezes,
erroneamente chamadas de palmeiras (JONES, 1995).

As palmeiras possuem cerca de 2500 a 3500 espécies, distribuidas em 210
a 236 géneros. A familia Palmae Juss. também é conhecida pelo nome alternativo
de Arecaceae Schultz- Schultzenst. e geralmente inclui as familias Borassaceae,
Chamaedoreaceae, Geonomaceae, lIriarteaceae, Malortieaceae, Manicariaceae,
Nypaceae, Phoenicaceae, Phytelephantaceae, Phytelephasiaceae, Salabaceae,
Sagoaceae e Synechantaceae (WATSON & DALLWITZ, 1994; DALLWITZ, 1980).

No que se refere ao seu habitat, elas se desenvolvem melhor nos trépicos e

estdo amplamente distribuidas nas zonas temperadas de todo o mundo,
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principalmente em regides onde o indice pluviométrico é alto. Nos locais onde
ocorrem, podem ser componentes dominantes da vegetagcdo. Apesar da ampla
distribuicdo da familia Palmae e da freqiéncia das palmeiras nos tropicos, poucos
géneros possuem muitas espécies e/ou sao espalhadas. De fato, muitos géneros de
palmeiras contém cinco ou menos espécies e géneros monotipicos sdo comuns
(ZOFEMLER, 1994).

Do ponto de vista quimico, as plantas dessa familia sdo geralmente néao
cianogénicas. Os alcaldides podem estar presentes (ocasionalmente pirimidinicos)
ou ausentes. Proantocianidinas podem estar presentes (geralmente abundantes), ou
ausentes (Livistonia). Os flavondis sdo raros, mas quando presentes sao derivados
do kaempferol, quercetina e tricina, dentre outros. Saponinas e sapogeninas estéao
ocasionalmente presentes (HEIM DE BALSAC et al., 1931; LUBRANO et al., 1994).

Muitas das 2800 espécies conhecidas de palmeiras sao importantes
economicamente (Figura 1). As palmeiras fornecem alimento, fibras, matéria-prima
para a confecgdo de roupas, madeira, combustiveis, material de construgéo, amido,
Oleos, graxas, vinhos e um grupo de produtos de menor importancia utilizados pelas

populagdes indigenas nos tropicos (PRANCE et al., 1995).

Figura 1: Copernicia cerifera — espécie com importancia econémica
(Fonte: http://www.deltadorioparnaiba.com.br/39.htm, 10/05/2004)
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Estado do Piaui

O estado do Piaui esta localizado na Regido Nordeste brasileira € é o
terceiro maior estado nordestino, inferior apenas a Bahia e ao Maranhao, e o décimo
estado brasileiro, respondendo por 2,9 % do territério nacional. Possui atualmente
uma populagao total de cerca de 2.725.000 habitantes e area de 252.378,49 km?,
fazendo fronteira ao Norte com o Oceano Atlantico. Ao sul e sudeste faz divisa com
a Bahia; ao sudoeste, com Tocantins; a leste, com o Ceara e Pernambuco e a oeste
com o estado do Maranhdo. Seus terrenos sdo baixos e arenosos no litoral,
planaltos na maior parte, e depressdes a Sudeste (Figura 2, pag. 4).

Em decorréncia de sua posi¢ao, o estado do Piaui caracteriza-se, em termos
fisiograficos, como uma tipica zona de transigdo, apresentando, conjuntamente,
aspectos do semi-arido nordestino, da pré-Amazénia e do Planalto central do Brasil.
Refletindo as condigdes de umidade das diversas zonas, as regides ecoldgicas
distribuem-se em faixas paralelas, com a caatinga arbérea e arbustiva predominando
no Sudeste, a floresta decidual no Baixo e Médio Parnaiba, cerrado e cerradao, no
Centro-Leste e Sudoeste e as formagdes pioneiras de restinga, mangue e aluvial
campestre, na zona litoranea. Dentre as paisagens vegetais, destacam-se os cocais,
com seus exemplares de babacu, carnauba, buriti, e tucum, encontrados na regiao
da floresta decidual, nos vales Uumidos e nas areas alagadicas, sustentando a
atividade extrativa de significativa importancia para o] estado

(http://www.pi.gov.br/piaui.php?id=1).

O Piaui é um estado de grandes contrastes. Se, economicamente, néo esta
na lista dos estados de maior peso no Pais, em seu territério se localiza o Parque

Nacional da Serra da Capivara, o sitio arqueoldgico mais importante ndo sé do


http://www.pi.gov.br/piaui.php?id=1
http://www.mre.gov.br/cdbrasil/itamaraty/web/port/artecult/patrim/capivara/index.htm
http://www.mre.gov.br/cdbrasil/itamaraty/web/port/artecult/patrim/capivara/index.htm
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Brasil, mas de todas as Américas. Ha sinais de que foi nessa reserva, um cenario
pré-histérico no meio do sertdo, que surgiu o homem americano, e ha muito mais
tempo do que se pensava (GUIDON & LESSA, 2002).

No estado estdo ainda o delta do Parnaiba, o unico em mar aberto das
Américas e o Parque Nacional das Sete Cidades, onde se encontram pinturas pré-
historicas em cavernas e formacbes rochosas que datam, no minimo, de 400
milhdes de anos. Embora seja o Estado litoraneo com menor extensao de costa,
apenas 66 quildmetros, o Piaui tem um privilegiado ecossistema, formado por
inumeras ilhas, lagoas, igarapés e praias de areia fina, cobertas por dunas e

coqueirais (http://www.mre.gov.br/cdbrasil/itamaraty/web/port/divpol/nordeste/pi/

apresent/index. htm).
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Figura 2: Mapa da localizagao do Estado do Piaui no Nordeste
brasileiro, com suas divisas e sua capital, Teresina.
(Fonte: http://www.guianet.com.br/.../www.guianet.com.br%2Fpi%2F, 05/04/2004)
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Teresina, Capital do Piaui

A capital Teresina esta localizada na regidao Centro-Norte do Piaui, no
encontro entre os Rios Poti e Parnaiba (Figura 3, pag. 6) com altitude média de 70m.
Apresenta clima tropical sub-umido, com periodo chuvoso nos meses
correspondentes ao verao e ao outono. A média das temperaturas minimas fica em
torno de 22°C, nos meses de junho a agosto, e a média das maximas alcanga 35°C
no periodo de setembro a dezembro (http://www.piemtur.pi.gov.br/localiza_the.html).

O municipio € o unico entre as capitais de estados nordestinos nao situada a
beira-mar, e isso porque a colonizacdo do estado se deu de forma diferente das
demais unidades administrativas que compdem a regido Nordeste: no Piaui a
ocupacao ocorreu do interior para o litoral. Diferente da ocorrida em outros estados,
a colonizagado do Piaui também n&o registra em sua historia piratas ou invasdes
estrangeiras. Ali a ocupagdao foi feita, primeiramente, por bandeirantes
desbravadores, como o portugués Domingos Afonso Mafrense e o paulista
Domingos Jorge Velho. Mafrense fundou a primeira vila do Piaui, hoje cidade de
Oeiras (em homenagem ao conde de Oeiras, mais tarde Marqués de Pombal), e o
paulista levou 0s primeiros rebanhos de gado.

(http://www.mre.gov.br/cdbrasil/itamatary/web/port/divpol//nordeste/pi/apresent/index.

htm). Como cidade, floresceu rapidamente, tornando-se o centro mais importante do
novo estado.

Desde os tempos coloniais, entretanto, pensava-se em se mudar a capital do
Piaui, de Oeiras para as margens do rio Parnaiba, por ser aquela cidade de dificil
comunicacgao, criando dificuldades ao governo e ao comércio. Apesar de justos os

motivos, a mudanga s6 se fez muito tempo depois, no ano de 1851, gragas ao


http://www.mre.gov.br/cdbrasil/itamatary/web/port/divpol//nordeste/pi/apresent/index.htm
http://www.mre.gov.br/cdbrasil/itamatary/web/port/divpol//nordeste/pi/apresent/index.htm
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Conselheiro José Antbnio Saraiva. Foi escolhida a Chapada do Corisco para a
criacdo da Nova Vila do Poti, as margens do rio Parnaiba. Pouco depois surgiram as
primeiras casas € a Igreja de Nossa Senhora do Amparo. No ano seguinte a Nova
Vila do Poti foi elevada a categoria de cidade, com o nome de Teresina, em
homenagem a D. Teresa Cristina, imperatriz do Brasil. A instalacao definitiva da
capital em Teresina foi realizada no dia 16 de agosto de

1852 (http://www.piauihp.com.br/capitania _do piaui.htm).

Figura 3: Rio Parnaiba — Teresina, PI.

(Fonte: http://www.piauihp.com.br/piaui/teresina/rio.jpg, 10/04/2004)

A partir de entdo a navegacdo através desse rio dinamizou o espaco
regional, promovendo exportagdes de produtos como o algodao, peles, cera de
carnauba, améndoa de babagu e borracha de manicoba, dentre outros, e da

importacdo de bens manufaturados, fazendo de Teresina uma prospera cidade


http://www.piauihp.com.br/capitania_do_piaui.htm
http://www.piauihp.com.br/piaui/teresina/rio.jpg
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comercial até meados do século XX. A sua relativa estagnagao pds-guerra deveu-se
a desativacédo da navegacéao e a grande redugao das suas exportacoes.

No entanto, pela sua posicao geografica, passou a formar um importante
entroncamento rodoviario regional e nacional, a partir das politicas publicas
nacionais das décadas de 60 e 70, voltadas principalmente para a ampliagdo da
malha rodoviaria. Teresina (Figura 4) consolidou a sua vocagdo de podlo sub-
regional, caracterizando-se hoje como um centro politico, de comércio e de servigos,
principalmente de saude e de educagdo, para uma grande area de influéncia de
parte das regides Norte e do Nordeste do Brasil, sendo classificada como uma
submetrépole regional. O seu sistema econdémico conta com grandes e médias
empresas que demonstram capacidade competitiva, com presenca crescente nos
mercados regional, nacional e externo, embora o pequeno negdcio seja a base por

exceléncia de sua economia (http://www.piemtur.pi.gov.br/cidades/teresina.html#).
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Figura 4: Cidade de Teresina, PI.
(Fonte: http://www.piauihp.com.br/piaui/teresina/predios1.ipg, 10/05/2004)
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Carnauba — Alvo Cientifico do Presente Estudo

Dados Botanicos

Nome popular: Carnauba, Carnaubeira, Caranda
Familia Botanica: Palmae
Nome Cientifico: Copernicia cerifera Mart.
Sinonimias: C. prunifera Miller, Corypha cerifera Arruda
Origem: Nordeste do Brasil e Pantanal

A carnauba (Figura 5) € uma das palmeiras mencionadas por Martius, o
naturalista e botanico tomado pela exuberancia da terra de origem dessa espécie.
Entretanto ndo é apenas mais uma delas: é especial. Tao especial que ndo escapou
a atencao de escritores como Mario de Andrade, Guimaraes Rosa, José de Alencar
e Euclides da Cunha, entre outros, que souberam destacar, em sua obra literaria, a
total integracdo do homem regional ao ambiente em que vive. A carnauba, planta de
grande longevidade, tem sido testemunha viva e participante ativa dessa integracéo

(SILVA, 2001).

Figura 5 — Carnaubeiras
(Fonte: www.shinybike.com/ wpe1.jpg, 24/09/2003) 8
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Na regido de seu habitat as carnaubeiras se multiplicam espontaneamente.
Preferem solos arenosos e alagadicos, varzeas e margens dos rios de regides de
clima quente. (SILVA, 2001).

Essa planta tem como caracteristicas estipe reto e cilindrico, com cerca de
10 a 15 metros de altura atingindo no maximo (40 metros), formando saliéncias

espiraladas em superficie, decorrentes dos restos das folhas que cairam (Figura 6).

Figura 6 — Aspecto do tronco de Copernicia cerifera

(Fonte: http://www.floridata.com/ref/c/cope pru.cfm, 24/09/2003; Lorenzi, 2000)

A palmeira frutifica de novembro a margo. Os frutos da carnauba (Figura 7,
pag 10), inteiros, sao principalmente aproveitados pelos animais de criagdo: de sua

polpa extrai-se uma espécie de farinha e um leite que, a semelhanca do leite

extraido do babacu, pode substituir o leite do coco-da-baia. Em condigdes de


http://www.floridata.com/ref/c/cope_pru.cfm

INTRODUCAO

subsisténcia, a améndoa da carnauba, quando torrada e moida, costuma até mesmo

ser aproveitada localmente em substituicdo ao p6 do café (PIO CORREA, 1931).

Figura 7 — Frutos da Carnauba
(Fonte: Verbnica P. Rodrigues, 2002; Lorenzi, 2000)

As folhas (Figura 8, pag 11) sao pecioladas, verde-esbranquicadas e em
forma de leque, com até 1 metro de comprimento (PIO CORREA, 1931). As flores
sdo amarelas com cachos pendentes que surgem de julho a outubro. As espigas
com centenas de frutos ovoéides a globosos, brilhantes, esverdeados quando jovens
€ roxos quando maduros.

As células epidérmicas das folhas da carnauba s&o recobertas por uma
camada cerifera. A presenga de cera nas folhas de algumas plantas, como ocorre
com a carnauba, é possivelmente consequéncia de sua adaptagao as regides secas,
uma vez que essa camada cerifera dificulta a perda de agua por transpiragéo e
protege a planta contra o ataque de fungos. As folhas, de cor verde-azulada, sao
amplas e, dispostas no alto da palmeira, compondo um elegante cocar (SILVA,

2001).

10
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Figura 8 — Folhas secas e cera; folhas de carnauba

(Fonte: Verénica P. Rodrigues; Lorenzi, 2000)

Aspecto Econémico

Quando no século XVIIl, o também naturalista Humboldt conheceu a
carnauba em terras brasileiras, impressionou-se de tal forma com as numerosas e
importantes finalidades da planta, que passou a chama-la de "arvore da vida".

O lenho da carnauba é resistente, podendo ser usado na fabricagdo de
moirdes, na construcdo de edificagcdes rusticas e como lenha pesada. Inteiro, o
estipe da carnauba costuma ser usado como poste; fragmentado ou serrado,
fornece o6timos caibros, barrotes ou ripas, podendo também ser aplicado na
marcenaria de artefatos torneados, tais como bengalas e objetos de uso doméstico.

No Nordeste brasileiro, habitagdes inteiras sao construidas com materiais
retirados da carnauba, da mesma forma como se retiram materiais do babagu e do
buriti. Também com suas folhas fazem-se telhados e coberturas de casas e abrigos;

com suas fibras confeccionam-se cordas, sacos, esteiras, chapéus, balaios, cestos,

11
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redes e mantas (Figura 9). Imponente, esbelta como a maioria das palmeiras
brasileiras, a carnauba é mais alta do que o babagu e economicamente mais
rentavel do que o buriti. Isto porque, além dos frutos, das améndoas, do estipe, das
folhas e das fibras de utilidades variadas. Das folhas da carnauba obtém-se uma
cera de grande importancia industrial.

(http://www.bibvirt.futuro.usp.br/especiais/frutasnobrasil/carnauba.html).

Figura 9 — Artesanatos utilizando palha de carnauba: chapéu e jogo americano

(Fonte: http://www.terrabrasileira.net/folclore/regioes/2artes/nd-piaui.html, 10/05/2004;
http://www.terradosolbrasil.com.br/p5.html, 10/05/2004)

A cera, principal produto obtido da carnauba, €, ainda hoje e na maioria dos
carnaubais, extraida por processos manuais bastante rudimentares. Em geral, o
procedimento adotado € o seguinte: depois de cortadas, as folhas jovens das
palmeiras sdo estendidas pelo chdo e postas ao sol, por varios dias, para secar.
Quando as folhas secam e a pelicula de cera que as recobre se transforma em um
po esfarinhado, elas sdo levadas para um quarto escuro, sem janelas, de construgao
simples. Ali, sdo rasgadas com grandes garfos de madeira e comecga a "batedura":

as folhas sao violentamente batidas até que toda a cera se desprenda, na forma de

12
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minusculas escamas brancas, e possa ser separada da palha rasgada. Depois que
esse po se assenta, ele é varrido, recolhido e levado ao fogo, com um pouco de
agua, em grandes latdes de querosene. Essa calda transforma-se em uma pasta
esverdeada, que € jogada em uma prensa rustica de madeira, a partir da qual se
obtém uma cera liquida que, depois, é despejada em gamelas de barro ou de
madeira até esfriar.

Apesar de ter tantas qualidades, de oferecer tantos produtos diferentes e de
crescer com facilidade em qualquer clima tropical, € apenas no particular ambiente
seco das caatingas do Nordeste do Brasil que a carnauba produz a cera em
condi¢des de exploragcao econdmica
(http://www.bibvirt.futuro.usp.br/especiais/frutasnobrasil/carnauba.html).

A carnauba e seus derivados, especificamente a cera de carnauba, € um
produto de sustentacdo da economia do estado (Figura 10, pag 14). Planta de
elevado valor econbmico e social, de baixo custo e potencialmente de grande
rentabilidade, é o principal produto do extrativismo vegetal do estado do Piaui, tendo
uma grande importancia na formagao do valor da producéo vegetal.

A produgdo média de cera de carnauba no Estado do Piaui é de 7.500 a
8.000 ton. e a producéao de po6 cerifero em torno de 12.000 a 12.500 ton. O Municipio
de Campo Maior é considerado o maior produtor de cera de carnauba e o Municipio
de Floriano o maior produtor de pé cerifero. Hoje, existem no estado do Piaui, 13
industrias (refinarias) de beneficiamento de cera de carnauba, sendo que 6 (seis)
delas atuam no mercado externo. No mercado interno, os estados brasileiros que
lideram o consumo de cera de carnauba sdo Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Sao
Paulo e Rio de Janeiro. Os paises que lideram o consumo externo em termos de

valor do produto sdo: Estados Unidos, Japdo, Alemanha, Itdlia, Formosa, india,
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Bélgica, Chile, Reino Unido, Franca e México
(http://www5.prossiga.br/arranjos/vortais/carnauba_pi_panorama.html).

Dentre as muitas aplicagdes das ceras da carnauba, pode-se dizer que sao
preferencialmente utilizadas na producao de emulsdes nao-ibnicas, na fabricacado de
cera de assoalho, produtos para artes graficas, batons, lapis labial, cremes, tintas
para impresséao, esmaltes e diversas outras aplicacbes

(http://www.steviacomercial.com.br/carnauba.htm).

T : I- 3
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Figura 10 — Ceras de carnauba

(Fonte: http://www.pvp.com.br/pvpport/carnauba_wax.htm, 24/09/2003)

Usos Populares

No Norte/Nordeste do Brasil, o povo distingue trés variedades, que parece
corresponder a idade das plantas: branca, vermelha e preta. Da primeira (dentre
outras coisas) usa-se a decoc¢ao de suas raizes como depurativo e especifico para
sifilis. Introduzidas na Inglaterra em cerca de 1870, porém com absoluto insucesso
cientifico, o que ndo impediu que 0s nossos ervanarios continuassem vendendo-a

como o melhor dos medicamentos especificos contra a sifilis (anteriormente referida)
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e contra a artrite, assim como com propriedades diuréticas, anti-reumaticas e uteis

para quaisquer afecgdes cutaneas (PIO CORREA, 1931).

Revisao Bibliografica

- Composigao Quimica da Cera de Carnauba

Quimicamente, a parte da carnauba mais estudada é a cera que recobre as
folhas. Pouco é descrito na literatura sobre a composi¢cao quimica das outras partes
desta planta. Este fato ndo é de se admirar, uma vez que € grande a importancia
econdmica e comercial da cera, sobretudo frente as outras partes desta arvore.

Sob o ponto de vista quimico, a cera da carnauba, a mais dura das ceras
vegetais, de ponto de fusdo a 85°C, compde-se principalmente de éster miricilico do
acido ceratico, sendo uma combinacdo dos acidos melissico e ceratico, alias,
contendo certa porcentagem deste ainda no estado livre e mais um pouco de acido
carnaubico, uma lactona, um hidrocarboneto e trés alcoois diferentes , entre esses o
alcool melissico. Uma analise citada por H. Jumelle (“Les huiles végétales”) revela a
seguinte composicdo: indice de acido de 2 a 7, indice de saponificagdo 73 a 83°,
indice de iodo 13,5, acidos graxos 48%, alcoois 53 a 54 %, hidrocarbonetos 1,6 %,
indice de acetilo 55% e teor de cinzas 0,14 a 0,51% (PIO CORREA, 1931).

Seja qual for a cor e aspecto, € sempre uma massa dura, quebradiga, facil de
reduzir a pé e que durante a fusdo desprende acentuado cheiro de feno. Dissolvida
em éter e alcool fervente, transforma-se em uma massa cristalina cujo ponto de fuséo
€ 195°C (Marzahn, nome vulgar dado a essa massa). A cor da cera da carnauba é
variavel, como ja mencionado, devido ndo s6 a idade das plantas como as proprias

folhas de onde é extraida (PIO CORREA, 1931).
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Devido ao seu importante valor de mercado, varias empresas vém langando

mao de inovagdes tecnoldgicas aplicadas no processo de refino da cera, pelos seus

rigidos critérios de qualidade. Por isso, conhecer sua composi¢ao quimica e o método

utilizado na sua manufatura é de extrema importancia, pois a partir desses dados

técnicos é possivel classificar a cera de carnauba em alguns tipos (Tabela 1).

Tabela 1: Especificagdes de 4 tipos de ceras disponiveis comercialmente de

C. cerifera.
TESTES ESPECIFICAGCOES
TIPO 4 TIPO 4
[ L (CENTRIFUGADA)  (FILTRADA)
Faixa de Fusao (°C) 81-86 81-86 81-86 81-86
Impuresas InsollUveis
(% Max.) 0,2 0,2 0,5 0,2
A ERU
Substancias Volateis (% 1 0,5 0,5 0,5
Max.)
indice de Acidez 2-7 2-7 2-7 2-7
indice de Esteres 71-88  74-82 72-78 72-78
Indice de Saponificagdo  78-95 78-87 76-84 78 - 84
Impurezas Organicas Conforme Conforme Conforme  Conforme
Volateis (CG) prescrito prescrito prescrito prescrito
Cor Amarelo Amarelo Verde Verde
claro queimado escuro escuro
, = o
Residuo de Ignicao (% 0,25 0,25 0,25 0,25
Max.)
i o,
m:f(a')s HEEEIS (G 0,002 0,002 0,002 0,002

METODOS

USP 24, p.2536

AMERWAX

ASTM D95-62

USP 24, p.2536
USP 24, p.2536
USP 24, p.2536

USP 24, p. 2536

USP 24, p.2536

USP 24, p.2536

( Fonte: http://www.pvp.com.br/pvpport/carnauba_wax.htm, 24/09/2003)
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- Revisao Bibliografica

Foi realizado um detalhado levantamento bibliografico de todos os artigos
cientificos publicados até dezembro de 2003 sobre a espécie de palmeira C. cerifera.
No entanto, € inegavel a constatacdo de que a cera de carnauba é o produto mais
estudado desta palmeira. Sobre a cera foram encontradas inumeras referéncias,
desde sua composi¢ao quimica, até sua utilizacdo em diversos tipos de produtos
industriais como cosméticos, capsulas de remédios, componentes eletronicos,
produtos alimenticios, ceras polidoras e revestimentos
(http://www.sertao.org.br/programas_semiarido.htm).

Em 1962 e 1963, pesquisadores franceses realizaram estudos sobre os
hidroxiacidos e didis encontrados na cera da carnauba e de maca. Na cera estudada
puderam verificar a existéncia desses constituintes em numeros pares e impares de
carbono, onde variavam de Ci9 a Cs, nos didis e de Cqig a C3p nos hidroxiacidos
(MAZLIAK, 1962 e 1963).

O grande interesse na cera de carnauba levou pesquisadores a estudar a sua
toxidez. Estudos realizados em ratos alimentados com a cera avaliaram alguns
parametros bioldgicos, como por exemplo, peso corporal, valores hematoldgicos e
atividade de enzimas séricas, concentragdo urinaria e achados histolégicos
(ROWLAND, et al, 1982). Paralelamente a esses estudos, pesquisadores
americanos estudavam a performance reprodutiva de ratos (PARENT et al., 1983a) e
caes (PARENT et al., 1983b) alimentados subcronicamente com cera de carnauba.

Em ambito nacional, os primeiros estudos encontrados na literatura sobre a
carnauba datam de 1974, realizados na Universidade de Sao Paulo (USP), por dois
pesquisadores brasileiros. Esse trabalho descreve a preparagéo e caracterizagao de

derivados da cera da carnauba (DE ALMEIDA CUNHA & DINI, 1974).
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No entanto, no que se refere ao aspecto farmacolégico da cera de carnauba,
somente um artigo foi encontrado durante a pesquisa em banco de dados. Este artigo
publicado no ano de 2002 por pesquisadores da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF) descreve a presencga de proteinas de defesa presentes na cera,
identificadas como f-1,3-glucanase e chitinase, além de confirmada atividade
fungicida (CRUZ et al., 2002).

Em se tratando de folhas, frutos e outras partes desta planta, nenhum dado
literario foi obtido. Desta forma, n&o foi tomado conhecimento, nos meios
pesquisados, da composi¢gdo quimica e agédo farmacologica de extratos provenientes

de partes de C. cerifera que nao a cera.

Serenoa repens — Palmeira de Uso Terapéutico

Na Europa, preparacoes fitoterapicas tém sido descritas para o tratamento da
hiperplasia prostatica benigna (HPB) ha cerca de 20 anos. Nesses paises, essas
preparagdes representam aproximadamente 1/3 do total de todos os agentes
terapéuticos utilizados para o tratamento da HPB. Dois dos agentes terapéuticos mais
populares estdo sob investigagao clinica para determinar sua eficacia, e tém sido
objeto de estudos cientificos para identificar os mecanismos de agado: sao eles o
Pygeum africanum (Tadenan®, da Debat Pharmaceuticals) e a Serenoa repens
(Permixon®, da Pierre Fabre Medicament) (LEVIN & DAS, 2000).

A Serenoa repens, também conhecida como Saw palmetto ou Sabal serrulata
€ uma palmeira ana, de originaria da América do Norte, e atualmente seu extrato
lipdfilico constitui um dos fitoterapicos mais importantes para o tratamento da HPB

(LEVIN & DAS, 2000).
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A hiperplasia nodular é ainda chamada pelo nome redundante de hiperplasia
prostatica benigna (termo redundante, uma vez que todas as hiperplasias sao
benignas). Nao resta duvida de que essa forma de aumento da prostata esta
relacionada ao envelhecimento e a presenga de um eixo hormonal androgénico
normal (presenga de testiculos). O desenvolvimento e a manutengao dessa doencga
exigem a presencga tanto da testosterona quanta da diidrotestosterona (DHT) durante
a puberdade e o envelhecimento. A DHT, metabdlito da testosterona, € o mediador
final do crescimento prostatico. E sintetizada na préstata a partir da testosterona
circulante pela agdo da enzima 5a-redutase (Figura 11). Ha algumas evidéncias
experimentais de que a hiperplasia prostatica mediada pela DHT é auxiliada e
promovida por estrogénios. Em homens que estdo envelhecendo, os niveis de
estradiol aumentam, e acredita-se que os estrogénios induzem um aumento dos
receptores androgénicos, desse modo tornando as células mais susceptiveis a agao

da DHT (COTRAN; KUMAR & COLLINS, 2000).

CELULA DO Testosterona o CELULA
ESTROMA “ EPITELIAL

]
S5a-redutase

y

DHT QD
J_]. Receptores ||

. androgénicos

Nucleo

Fator do
Q crescimento

Fator do
resciment

Receptor do fator do
crescimento

Figura 11 — Esquema simplificado da patogenia da HPB.

(Fonte: COTRAN; KUMAR & COLLINS, 2000)
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Mais recentemente, foi publicado um estudo envolvendo a avaliagao
comparativa da eficacia do extrato lipidico padronizado de S. repens, o Permixon®
frente a tansulosina, um bloqueador a1-adrenérgico sobre o tratamento dos sintomas
do trato urinario baixo em pacientes com HPB. Pbdde-se concluir que os efeitos
benéficos do uso do Permixon® podem ocorrer através de trés mecanismos basicos:
primeiro, seu efeito anti-androgénico, ao inibir as duas isoformas da enzima 5 a-
redutase; segundo, por sua acao antiproliferativa, observada através da contragao
das células epiteliais prostaticas e supressdo dos niveis de testosterona teciduais
através de um possivel efeito sobre a transcricado génica; e por ultimo, propriedades
antiinflamatodrias, através da inibicdo dos metabdlitos do acido araquidénico, que
permite ao extrato reduzir tanto os sinais obstrutivos quanto irritativos (DEBRUYNE et
al., 2004).

Hoje, no Brasil, a S. repens esta disponivel comercialmente sob a marca
registrada de Prostatal®, do laboratério Herbarium.

Com bases nesses estudos, decidiu-se realizar uma analise comparativa
entre a composi¢cédo quimica do extrato comercial de S. repens e aqueles encontrados
nos extratos de C. cerifera, com o objetivo de avaliar, futuramente, uma possivel

atividade desta palmeira para o tratamento e prevencédo da HPB.

Dor e Inflamacao

O controle da dor é uma das indicagcdes mais importante a que se destinam
os medicamentos.
Em condi¢des normais, a dor esta associada com atividade elétrica das fibras

aferentes primarias de pequeno didmetro nos nervos periféricos. As terminagdes
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sensoriais desses nervos podem ser ativadas por estimulos mecanicos, térmicos e
quimicos, de intensidade nociva, ou seja, capazes de causar certo grau de lesao
tecidual. Esses estimulos periféricos nocivos consistem na inibicdo da transmissao
de informacdes da periferia para o talamo e o cértex. O controle da dor € uma das
indicagcbes mais importantes a que se destinam os medicamentos.

Resumidamente, os agentes analgésicos mais importantes sdo os
medicamentos semelhantes a morfina (opidides), medicamentos antiinflamatoérios
nao-esteroidicos (aspirina e substancias correlatas), anestésicos locais e varios
outros medicamentos nao-opidides de agao central (como, por exemplo,
antidepressivos, carbamazepina e ergotamina). Dentre os grupos citados, destaca-
se a morfina e seus analogos, por terem sido estudados mais intensamente que
qualquer outro grupo de medicamentos na tentativa de compreender seus
poderosos efeitos em termos moleculares, bioquimicos e fisioldégicos (RANG, 1997).

Do ponto de vista molecular, existe a evidéncia convincente de trés classes
importantes de receptores opidides no sistema nervoso central (SNC), designados
pelas letras p, x € 5, bem como indicagdes da presenga de subtipos em cada classe.
A maioria dos opidides usados na pratica clinica € relativamente seletiva para os
receptores n, o que reflete sua semelhanga com a morfina. A morfina e outros
opidides agonistas morfino-similes produzem analgesia, principalmente através da
interacdo com receptores opidides pu. Outras consequéncias da ativagao do receptor
u sdo depressao respiratoria, miose, diminuigdo da motilidade gastrintestinal e
sensacgao de bem-estar (euforia). As drogas morfino-silimes determinam analgesia,
sonoléncia, alteracbes de humor e obnulagdo mental nos seres humanos. Um
aspecto significativo da analgesia é que ela ocorre sem perda da consciéncia. A dor

€ menos intensa, menos desconfortavel ou desaparece por completo apds
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administracdo de doses terapéuticas; € comum a sonoléncia (REISINE &
PASTERNAK, 1996).

Sobre o processo inflamatdrio, este envolve uma série de fenbmenos que
podem ser desencadeados por varios estimulos, como por exemplo, agentes
infecciosos, isquemia, interagcdes antigeno-anticorpo e lesédo térmica ou provocada
por outros agentes fisicos. Cada estimulo provoca um padrdo caracteristico de
resposta, que representa uma variagao relativamente pequena do mesmo tema. Em
nivel macroscoépico, a resposta geralmente é acompanhada de sinais clinicos bem
conhecidos como eritema, edema, hiperalgesia e dor. As respostas inflamatdrias
ocorrem em trés fases diferentes, cada qual aparentemente mediada por
mecanismos diversos: (1) fase transitéria aguda caracterizada por vasodilatagao
localizada e aumento da permeabilidade vascular; (2) fase subaguda ou tardia,
marcada principalmente pela infiltracdo de leucdcitos e células fagocitarias; e (3)
fase proliferativa crénica, na qual ha degeneracéo tecidual e fibrose.

A capacidade de desencadear uma resposta inflamatéria € fundamental a
sobrevivéncia, em vista dos patégenos e lesdes ambientais, embora em algumas
situagbes e doencgas, a resposta inflamatéria possa ser exagerada e persistente,
sem qualquer beneficio aparente (INSEL, 1996).

Os principais mediadores da inflamagéao sao: histamina, eicosandides, fator
de ativagao plaquetaria (PAF), bradicinina, 6xido nitrico, neuropeptideos e citocinas
(RANG et al., 1997).

Os eicosanodides sao substancias derivadas de acidos graxos essenciais de
20 carbonos, que contém trés, quarto ou cinco ligacées duplas (dentre eles o acido
araquidénico), e compreendem as familias das prostaglandinas, leucotrienos e

compostos relacionados. O aumento da biossintese de eicosandides € regulado com
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precisao e ocorre em resposta a estimulos fisicos, quimicos e hormonais diversos.
Sao produzidos como produtos de varios sistemas enzimaticos diferentes, incluindo
as ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) ou lipoxigenases ou citocromo P450s. Varios
grupos de medicamentos, em especial os farmacos antiinflamatoérios nao-esteroidais,
tém seus efeitos terapéuticos atribuiveis ao bloqueio da producado de eicosandides
(CAMPBELL & HALUSHKA, 1996)

Os dois objetivos basicos do tratamento de inflamagdes sao o alivio da dor —
que é sintoma inicial e principal queixa do paciente — e a interrupgdo ou
retardamento do processo responsavel pela leséo tecidual (KATZUNG, 1998).

Durante a pesquisa bibliografica ndo foram encontradas referéncias relativas

a atividade analgésica e antiiflamatéria de extratos de C. cerifera.

Atividade Antimicrobiana

Muitas das doencas que afligem grande parte da populagao sao causadas por
microorganismos. O tratamento dessas infec¢des € realizado através da utilizagao
de agentes quimioterapicos, atualmente conhecidos por antibiéticos.

Antibidticos, por definicdo, sdo substancias produzidas por diversas espécies
de microorganismos (bactérias, fungos, actinomicetos), que impedem o crescimento
de outros microorganismos, podendo eventualmente destrui-los. Todavia, 0 uso
comum quase sempre estende o termo antibiético para incluir agentes
antibacterianos sintéticos, como as sulfonamidas e as quinolonas, que nao séo
produzidas por microbios. Sao classificados como bacteriostaticos (quando inibem
temporariamente o crescimento do microorganismo) ou bactericidas (quando

provocam morte celular) (CHAMBERS & SANDE, 1996).
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Historicamente, a classificacdo baseia-se na estrutura quimica e no
mecanismo de acdo proposto. Desta forma, pode-se classificar como
antimicrobianos os farmacos que atuam na sintese da parede celular bacteriana; os
agentes que atuam diretamente na membrana celular do microorganismo alterando
sua permeabilidade; aqueles que afetam a funcédo das subunidades ribossémicas; os
agentes que afetam o metabolismo dos acidos nucléicos; os antimetabdlitos que
bloqueiam etapas metabdlicas especificas que sdo essenciais para o0s
microorganismos; e os analogos dos acidos nucléicos (CHAMBERS & SANDE,
1996).

A escolha desses agentes se baseia nas condigbes dos mecanismos de
defesa do hospedeiro e na sensibilidade do microorganismo ao agente
antibacteriano. A toxidez seletiva é condi¢gao imprescindivel ao farmaco escolhido, o
que significa que este deve ser prejudicial ao parasito sem afetar o hospedeiro
(RANG et al.,1997).

Durante a pesquisa bibliografica ndo foram encontradas referéncias relativas

a atividade antimicrobiana de extratos de C. cerifera.

Atividade Antioxidante

Radicais livres estdo envolvidos na etiologia e patogénese de numerosas doengas,
incluindo patologias cardiovasculares, cancer e diabetes (INOUE at al., 1995;
SAKAGAMI et al., 1997, AOKI et al., 2001).

A formacdo de radicais livres ocorre como consequéncia natural do
metabolismo celular. Também s&o produzidos como resultado do estresse oxidativo

(SCHMIDT et al., 1995; KOGA et al., 1999; TERASAKA et al., 2000).
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Agentes antioxidantes estdo presentes em diversas plantas utilizadas como
alimento, e em bebidas como vinhos e chas. Esta comprovado que o cha verde, por
exemplo, possui substancias antioxidantes polifendlicas que sédo anticarcinogénicas,
dentre elas o acido galico (HO et al., 1992; KERRY & ABBEY, 1997; ABU-AMSHA et
al., 2001; POLEWSKI et al.,2002).

Na Franga, o consumo de uma dieta rica em gordura saturada e a aparente
baixa incidéncia de doengas coronarianas € um fato chamado “Paradoxo Francés”, o
qual foi associado ao consumo de vinho tinto. Os agentes antioxidantes presentes
no vinho tinto consumido por essa populagdo mostraram ter um papel protetor contra
a oxidagao do LDL in vitro (ARCE et al., 1998; LANDRAULT et al., 2001).

Dada a importancia da atividade antioxidante no tratamento e prevencéo de
varias doencgas, sobretudo as cardiovasculares, e sabendo-se que nao existem
estudos sobre a atividade antioxidante de partes da palmeira em estudo, escolheu-
se duas metodologias para a avaliagao da atividade antioxidante in vitro e in vivo dos

extratos polares de folhas, frutos e cascas de tronco de C. cerifera.
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JUSTIFICATIVA

Pode-se verificar uma vasta area de utilizagao da C. cerifera — a carnauba -
em diversos setores da industria nacional, desde artefatos de uso domeéstico,
passando por seu emprego em formulas sofisticadas na industria farmacéutica, até
seu uso na fina industria eletroeletrénica. Além disso, através do levantamento
bibliografico realizado, foi evidenciado a existéncia de poucos estudos no que se
refere a caracterizagdo quimica de seus constituintes e a agcdo farmacolégica de
suas partes principalmente relacionadas ao seu uso etnofarmacolégico contra a
artrite, como diuréticas, anti-reumatico e em afec¢des cutaneas.

Frente a inexisténcia de informacdes na literatura relacionadas com o estudo
farmacolégico das folhas e frutos de Copernicia cerifera, foi feita a realizagdo do
estudo quimico com as partes mencionadas e ensaios farmacoldgicos no intuito de
avaliar a presenga ou nao de extratos com atividade antioxidante, analgésica,
antiinflamatadria e antimicrobiana.

Por ja existir no mercado farmacéutico uma palmeira, a Serenoa repens, com
atividade farmacoldgica reconhecida mundialmente na area cientifica e também
popularmente como potente fitoterapico para o tratamento da hiperplasia prostatica
benigna, e por ser a carnauba uma palmeira genuinamente brasileira, abundante
nas regidoes do Nordeste e do Centro-Oeste brasileiro (0 que permite facil coleta),
esta palmeira foi escolhida para ser estudada, a fim de que se possa contribuir com

o estudo de plantas, sobretudo palmeiras, de origem brasileira.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral desse trabalho €& contribuir para o estudo quimico e
farmacoldgico de espécies de palmeiras brasileiras, direcionando a analise quimica
para extratos apolares das folhas e frutos e atividade farmacoldgica para os extratos
polares e apolares dos extratos e amostras semi-purificadas da espécie Copernicia

cerifera.

Objetivos Especificos

Os objetivos especificos nos estudos da carnauba incluem:
1. Estudar, do ponto de vista quimico e farmacolégico, as folhas e frutos;

2. Proceder com a separagao, isolamento e elucidagdo estrutural do maior

numero possivel de substancias do seu metabolismo especial;

3. Realizar estudos farmacoldgicos relacionados com atividade anti-radicais
livres, antiinflamatéria, analgésica e antimicrobiana — nos extratos de todos os
orgaos vegetativos coletados, e de amostras semi-purificadas (fracbes dos

extratos, quando possivel);

4. Comparar a atividade antioxidante dos extratos de Copernicia cerifera frente a
duas diferentes metodologias: uma metodologia in vitro (pelo método do
DPPH) e outra metodologia in vivo (sobre células de Saccharomyces

cerevisiae).
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PARTE EXPERIMENTAL

1 — FITOQUIMICA

1 - Materiais e Métodos

A cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) foi realizada em aparelho HEWLETT PACKARD HP 6890, equipado com detector
seletivo de massas modelo 5973 e um injetor automatico modelo 5683, todos da Agilant
Technologies. Os espectros de massas foram obtidos a 70 eV utilizando o PFK como
referéncia. Os dados foram adquiridos via HP CHEMSTATION Data Acquisition
software. As condi¢des cromatograficas foram as seguintes: gas de arraste: hélio;
detector de massas; vazdo: 1,0 ml/min; split: 1:20; volume de injecdo: 1,0 ml;
temperatura inicial: 70° C; programacao de temperatura: 4° C/min até 290° C;
temperatura do injetor: 270° C; temperatura do detector: 280° C; tempo de corrida: 65
minutos.

As separagbes cromatograficas foram realizadas em colunas de gel de silica
Merck 60 (70 — 230 mesh) e em camada delgada com cromatoplacas de gel de silica 60
F2s54 sobre placa de aluminio Merck 0,2 mm de espessura. A visualizacdo em camada
fina foi feita , quando possivel, sob luz UV a 254 e 365 nm e com revelador H,SO4 5%
em EtOH, seguido de aquecimento em placa (WAGNER & BLODT, 1996).

Todos os solventes e reagentes utilizados possuiam grau P.A. O BF; utilizado

para metilagao foi adquirido da Merck e o radical livre DPPH foi adquirido da SIGMA.

28



PARTE EXPERIMENTAL

2 -Coleta de Material Botanico:

Folhas de Copernicia cerifera (carnauba) foram coletadas na fazenda Bananeira,
local proximo ao Municipio de Teresina, Piaui, em julho de 2002. Frutos e cascas foram
coletados no mesmo local, em margo de 2003.

A identificacdo do material botanico foi realizada por especialistas da Universidade

Federal do Piaui, tendo sido depositada uma exsicata sob o numero de voucher 592.

3 - Preparagao dos Extratos:

Apoés a coleta, o material foi seco a temperatura ambiente, sendo as partes citadas
moidas e submetidas a processo de extragao exaustiva por maceragdao com hexano. Os
extratos hexanicos (ou lipofilicos) foram obtidos por evaporagao sob pressao reduzida
para total remogdo do solvente. O residuo vegetal da extragcdo com hexano foi
submetido a extracdo com etanol. O extratos etandlicos foram obtidos através de
evaporagao por pressao reduzida e apds secagem, o extrato das folhas foi submetido a
particdo liquido-liquido com solventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano,
acetato de etila e n-butanol). Os extratos obtidos a partir da particdo liquido-liquido

foram novamente evaporados sob presséao reduzida.

4 - lIsolamento e Purificagao dos Constituintes:

Os extratos hexanicos e aqueles obtidos a partir do processo de particdo liquido-
liquido foram submetidos a processos tradicionais e modernos de isolamento e

purificacdo. Para a resolugdo dos extratos lipofilicos e de polaridade média, foram
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utilizadas técnicas cromatograficas (cromatografia em coluna, cromatografia em
camada fina) tipo adsorgao, utilizando-se gel de silica como fase estacionaria. Novas
purificacbes das fragdes obtidas foram realizadas por técnicas cromatograficas (em gel

de silica). Os extratos polares nao foram trabalhados fitoquimicamente.

5 - Caracterizagao dos Constituintes:

A analise das substancias obtidas dos extratos Copernicia cerifera foi realizada
utilizando-se métodos classicos, como cromatografia em camada delgada para triagem
prévia e selecdo das amostras, e a identificacdo estrutural das substancias foi realizada
por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. Neste caso,
foi realizada previamente a metilagdo das fragées escolhidas com o intuito de metilar os
acidos graxos possivelmente presentes nas amostras, a fim de tornar possivel a

deteccdo dos mesmos.

Determinagdo do Teor de Oleos Fixos do Mesocarpo dos Frutos de
C. cerifera

Com as cascas (mesocarpo) dos frutos de C. cerifera foi realizada uma extragao
de d6leos fixos pelo método Bligh e Dyer (LACERDA, 1999). A amostra moida (5g) foi
homogeneizada em 5 ml de cloroférmio e 10 ml de metanol por dois minutos. Em
seguida, mais 5 ml de cloroférmio foram adicionados e o sistema em extragdo foi
homogeneizado por 30 segundos. Logo apéds, foram adicionados 5 ml de agua destilada

e novamente a mistura foi homogeneizada por mais 30 segundos. Apds a
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homogeneizacdo, a solugdo foi filtrada e o filtrado transferido para um funil de
separacao de 250 ml. Alguns minutos depois ocorreu separagcao e clarificacdo das
fases. A fase cloroférmica contendo os lipidios purificados foi recolhida e filtrada
utilizando-se sulfato de sédio anidro para retirar toda a agua. A fase hidroalcodlica foi
desprezada. A fase cloroférmica filtrada foi adicionada em um recipiente de vidro de
peso conhecido e, apods total evaporacéao, o teor dos dleos fixos pode ser calculado pela
diferenca de peso do recipiente, obtendo-se um teor de 2,1 % de 6leos fixos (Esquema

1, pag 32).

Metilagdo de Acidos Graxos do Mesocarpo dos Frutos de C. cerifera

Os acidos graxos livres obtidos pela extragado de odleo fixos do mesocarpo dos
frutos de C. cerifera pelo método Bligh e Dyer (LACERDA, 1999) foram esterificados
através de metilagcdo com o objetivo de permitir sua volatilizagdo durante analise por
CG. Pesou-se cerca de 300 mg da amostra de Oleos fixos e adicionou-se de 5 a 10 ml
de hidréxido de potassio 0,5N em metanol, aquecendo levemente em banho-maria para
dissolver completamente o 6leo. Acrescentou-se 8 ml de BF; a 14% em metanol,
aquecendo novamente em banho-maria por cerca de 5 minutos. Em seguida, deixou-se
esfriar e entdo os ésteres metilicos formados foram extraidos com diclorometano.
Adicionou-se uma solugdo aquosa saturada de cloreto de so6dio com o objetivo de
liberar os ésteres metilicos para a camada de diclorometano. A fase em diclorometano
foi acondicionada em um recipiente de vidro e, apds total evaporagdo do solvente, foi

encaminhada para analise por CG-EM (Esquema 1, pag 32).
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E importante lembrar que esta mesma técnica de metilagdo foi utilizada em todas
as amostras selecionadas para analise no CG-EM, nao importando a origem do extrato

em questao (se de folhas ou frutos).

Frutos de C. cerifera

Mesocarpo
(59

Extracdo cloroférmica

Residuo Fase Cloroférmica

2,1% de o6leos fixos
(105 mg)

Metilacao

Esteres metilicos de
acidos graxos

Acido hexadecanoico CG-EM

CG-EM

Acido octadecandico

Esauema 1: Extracdo e metilacao de 6leos fixos do mesocarpo dos frutos de C. cerifera.
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Estudo do Extrato Bruto Hexanico das Folhas de Copernicia cerifera

O extrato bruto hexanico das folhas de Copernicia cerifera (8,5 g) foi submetido a
separagao por adsor¢cao em coluna de gel de silica 60 (Figura 12). Uma coluna foi
empacotada com 10g de gel de silica, utilizando o hexano como solvente. No topo da
coluna foi aplicada uma pastilha preparada com 8,5g de uma amostra, misturada com

um pouco da mesma silica com a qual a coluna foi preparada.

Figura 12: Coluna de gel de silica 60 utilizada na separagao do extrato
hexanico total de folhas de C.cerifera.
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A coluna foi eluida inicialmente com hexano, seguida de gradientes crescentes
de hexano/acetato de etila, acetato de etila, gradientes crescentes de acetato de
etila/metanol, e por fim metanol puro, obtendo-se manualmente um total de 324 fragoes
(Esquema 2, pag. 38), que foram cromatografadas por cromatografia em camada
delgada e reunidas em 19 juncgdes. As juncdes 1, 2, 4, 5 e a fracdo 15 da jungao 6
foram analisadas por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas, sendo possivel a identificacdo das seguintes substancias, com seus
respectivos tempos de retengdo: alfa-bisabolol (16,72 min.); 6,10,14-trimetil-
pentadecanona-2 (16,87 min.), 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (20,04 min.);
ésteres metilicos dos acidos hexadecandico (20,43 min.), heptadecandico (21,94 min.),
octadecadiendico-9,12 (22,97 min.), octadecendico-9 (23,02 min.) e octadecandico
(23,36 min.); tricosano (25,48 min.); pentacosano (27,97 min.); heptacosano (30,25
min.); éster metilico do acido tetracosandico (30,79 min.); nonadeceno (33,39 min.);

octacosano (34,36 min.); untriacontano (34,37 min.); nonacosano (36,21 min.).

Juncgédo 1: EH-1-24 (Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de

retengao/min)

TR/min: 16,72 Alfa-bisabolol
EM-IE m/z (%): 222[M]*(0), 204(31%), 161(13,8), 134(10,3), 119(96,6), 109(100),
93(44,8), 81(17,2), 79(39,7), 69(81), 55(18,9), 43(56,9).

TR/min: 20,43 Ester metilico do acido hexadecandico

EM-IE m/z (%): 270[M]*(17,2), 241(3,4), 227(20,7), 213(3,4), 199(6,9), 185(6,9),
171(6,9), 143(22,4), 129(8,8), 111(3,4), 97(8,6), 87(69), 74(100), 57(20,7), 43(19).
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TR/min: 23,02 Ester metilico do acido octadecendico-9
EM-IE m/z (%): 310[M]"(0), 264(46,6), 222(29,3), 180(20,7), 125(20,7), 111(36,2),
97(70,7), 83(69), 69(79,3), 55(100), 41(62,1).

TR/min: 25,48 Tricosano
EM-IE m/z (%): 324[M]"(5,2), 267(1,7), 239(1,7), 197(3,4), 169(5,2), 141(8,6),
113(13,8), 99(24,1), 85(67,2), 71(82,8), 57(100), 41(55,2).

TR/min: 27,97 Pentacosano
EM-IE m/z (%): 352[M]™ (5,2), 295(1,7), 267(3,4), 239(3,4), 197(5,2), 169(6,9), 141(8,6),
113(15,5), 85(65,5), 71(81), 57(100), 43(51,7).

TR/min: 30,25 Heptacosano
EM-IE m/z (%): 380[M]™ (3,4), 337(1,7), 309(1,7), 281(1,7), 253(1,7), 225(1,7), 197(3,4),
169(5,2), 141(8,6), 113(15,5), 85(65,5), 71(81), 57(100), 43(51,7).

TR/min: 33,39 Nonadeceno
EM-IE m/z (%): 420[M]"(6,9), 392(1,7), 365(1,7), 323(1,7), 281(1,7), 239(1,7), 210(1,7),
182(3,4), 153(6,9), 125(24,1), 97(82,6), 83(65,5), 71(70,7), 57(100), 43(58,6).

TR/min: 34,36 Octacosano

EM-IE m/z (%): 436[M]"(1,7), 393(1,7), 365(1,7), 337(1,7), 309(1,7), 281(1,7), 253(1,7),
225(3,4), 197(5,2), 169(6,9), 141(8,6), 113(17,2), 99(24,1), 85(65,5), 71(81), 57(100),
43(65,5).

TR/min: 36,21 Nonacosano

EM-IE m/z (%): 464[M]*(1,7), 407(1,7), 379(1,7), 351(1,7), 323(1,7), 281(1,7), 253(1,7),
207(5,2), 169(6,9), 141(10,3), 113(17,2), 99(24,1), 85(65,5), 71(79,3), 57(100), 43(48,3).
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Juncgédo 2: EH-25-40 (Substéncias identificadas em ordem crescente de tempo de

retengao/min)

TR/min: 20,43 Ester metilico do acido hexadecanoico
EM-IE m/z (%): 270[M]"(17,2), 241(5,2), 227(19), 199(5,2), 185(6,9), 171(6,9),
143(22,4), 129(6,9), 97(6,9), 87(70,7), 74(100), 55(24,1), 43(20,7).

TR/min: 23,36 Ester metilico do acido octadecandico
EM-IE m/z (%): 298[M]™ (29,3), 267(12,1), 255(22,4), 143(27,6), 129(13,8), 97(17,2),
87(79,3), 74(100), 55(34,5), 43(32,7).

Juncao 4: EH-46-63 (Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de

retengdao/min)

TR/min: 16,72 Alfa-bisabolol
EM-IE m/z (%): 222[M]*(0), 204(31%), 161(13,8), 134(10,3), 119(96,6), 109(100),
93(44,8), 81(17,2), 79(39,7), 69(81), 55(18,9), 43(56,9).

TR/min: 20,44 Ester metilico do acido hexadecandico
EM-IE m/z (%): 270[M]"(22,4), 241(5,2), 227(24,1), 199(6,9), 185(6,9), 171(6,9),
143(25,9), 129(8,6), 101(6,9), 87(67,2), 74(100), 57(17,2), 43(24,1).

TR/min: 23,02 Ester metilico do acido octadecendico-9
EM-IE m/z (%): 296[M]"(0), 264(44,8), 222(24,1), 180(20,7), 123(24,1), 111(31),
98(41,4), 84(68,7), 69(68,7), 55(100), 41(56,9).

TR/min: 34,37 Untriacontano

EM-IE m/z (%): 436[M]*(1,7), 365(1,7), 323(1,7), 295(1,7), 267(3,4), 225(3,4), 197(3,4),
169(6,9), 141(8,6), 12,6(10,3), 113(17,2), 99(24,1), 85(67,2), 71(82,8), 57(100), 43(50).

36



PARTE EXPERIMENTAL

Juncgéo 5: EH- 71-79 (Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de

retengao/min)

TR/min: 16,87 6,10,14-trimetil-pentadecanona-2
EM-IE m/z (%): 268[M]"(0%), 250(1,9), 179(1,6), 165(2,6), 151(1,3), 137(3,2), 124(9,7),
109(17,4), 95(16,8), 85(20,6), 71(43,2), 58(100).

TR/min: 20,04 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol
EM-IE m/z (%): 296[M]™(0), 278(3,2), 208(1,3), 179(1,3), 165(1,9), 151(2,9), 137(5,8),
123(48,4), 109(20,6), 95(57,4), 82(70,9), 68(85,8), 57(100).

TR/min: 20,37 Ester metilico do acido octadecandico
EM-IE m/z (%): 312[M]*(7,1), 269(2,6), 255(1,6), 227(1,6), 213(3,9), 199(1,6), 171(1,6),
157(12,6), 143(4,5), 129(1,9), 115(4,5), 101(46,5), 88(100), 70(16,1), 55(40,0).

Jungao 6: EH — F15 - 80-107V (Substéncias identificadas em ordem crescente de

tempo de retengao/min)

TR/min: 20,40 Ester metilico do &cido hexadecandico

EM-IE m/z (%): 270[M]*(20,7), 241(5,2), 227(20,7), 213(3,4), 199 (6,9), 185 (8,6), 171
(6,9), 157 (3,4), 143 (24,1), 129 (10,6), 115 (1,7), 97 (6,9), 87 (72,4), 74 (100), 57 (22,4),
43 (20,7).

TR/min: 21,94 Ester metilico do acido heptadecandico
EM-IE m/z (%): 284[M]"(31), 255 (13,8), 241(24,1), 199 (12,1), 185 (15,5), 143 (27,6),
129 (12,1), 97 (8,6), 87 (77,6), 74 (100), 57 (20,7), 43 (24,1).

TR/min: 22,97 Ester metilico do acido octadecadiendico-9,12

EM-IE m/z (%): 294[M]"(24,1), 263(19), 150(17,2), 134(17,2), 123(20,7), 109(43,1),
95(72,4), 81(96,6), 67(100), 55(63,8), 41(44,8).
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TR/min: 23,02 Ester metilico do acido octadecendico-9
EM-IE m/z (%): 296[M]*(13,8), 264(55,2), 222(34,5), 180(20,7), 166(13,8), 152(15,5),
138(15,5), 123(27,6), 97(67,2), 83(70,7), 74(75,9), 55(100), 41(62,1).

TR/min: 23,36 Ester metilico do acido octadecandico
EM-IE m/z (%): 298[M]*"(31), 270(1,7), 255(24,1), 227(1,7), 199(15,5), 171(1,7),
143(27,6), 115(3,4), 97(8,6), 87(74,1), 74(100), 59(6,9), 43(24,1).

TR/min: 30,79 Ester metilico do acido tetracosandico
EM-IE m/z (%): 382[M]"(60,3), 339(24,1), 143(32,8), 138(10,3), 97(12,1), 74(100),
55(27,6), 43(32,8).

Folhas de C. cerifera

Extrato Hexanico

85¢
CC gel de silica
I I I I I |
1 2 3 4 5) 6 7-19
(1-24) (25-40) (42-45) (46-63) (71-79) (80-107) (108-324)
CG-EM | | | | I |
1 2 3 4 5 6
L 1-7) (8) 9) (10-11) (12-16) (17-22)
Substancias
identificadas: [
1, IV, X, XI, XII, 7
X1, X1V, XV, CG-EM (23-25)
XVI
15 I
CG-EM
Substancias 8
identificadas: (26-35)
L1 Substancias CG-EM I
identificadas: 9
CG-EM VI, VI (36-41)
Substancias
. identificadas: |
Substancias 1,10, 10,1V, V, VI 10
identificadas: (42-47)
I, IV, X, XVII

Esquema 2: Fluxograma da purificagdo do extrato hexanico bruto das folhas de C. cerifera, amostras
enviadas para analise por CG-EM e identificagcdo das substancias presentes nas jungdes analisadas.

38



PARTE EXPERIMENTAL

Estudo da Particao em Acetato de Etila do Extrato Bruto Etanélico das

Folhas de Copernicia cerifera

A particdo de acetato de etila do extrato etandlico das folhas de Copernicia
cerifera foi submetido a separagdo por adsorgdo em coluna de gel de silica 60. Uma
coluna foi empacotada com 10g de gel de silica, utilizando o hexano como solvente. No
topo da coluna foi aplicada uma pastilha preparada com 1,35 g de uma amostra,
misturada com um pouco da mesma silica com a qual a coluna foi preparada. A coluna
foi eluida inicialmente com cloroférmio, seguida de gradientes crescentes de
cloroférmio/acetato de etila, acetato de etila, gradientes crescentes de acetato de
etila/metanol, e por fim metanol puro, obtendo-se manualmente um total de 122 fracées
(Esquema 3, pag. 42), que foram cromatografadas por cromatografia em camada
delgada e reunidas em 11 jungbes. As jungdes 1, 2, 5 foram analisadas por
cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas, sendo possivel a
identificacdo das seguintes substancias, com seus respectivos tempos de retencgao:
ésteres metilicos dos acidos 4-metoxi-benzdéico (11,20 min.) e 4-hidroxi-benzadico (13,14
min.); o éster dimetilico do acido nonanedidico (14,33 min.); o éster metilico do acido
3,4-dimetdxibenzoico (15,34 min.), o alfa-bisabolol (16,72 min.); os ésteres metilicos
dos acidos 3-(4-metoxifenil) propendico-2 (16,78 min.), 3,4,5-trimetdxibenzdico (17,55
min.), 3-(3,4-dimetoxifenil) propendico-2 (20,06 min.), hexadecandico (20,43 min.),

octadecendico-9 (23,02 min.), octadecandico (23,36 min.).
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Juncgédo 1 - FAE-1-20V (Substancias identificadas em ordem crescente de tempo

de retencao/min)

TR/min: 20,43 Ester metilico do 4cido hexadecandico

EM-IE m/z (%): 270[M]*(20,7), 241(8,6), 227(20,7), 213(3,4), 199(8,6), 185(8,6),
171(8,6), 157(3,4), 143(24,5), 129(10,3), 115(3,4), 97(6,9), 87(74,9), 74(100), 57(18,9),
43(24,5).

TR/min: 23,36 Ester metilico do acido octadecandico
EM-IE m/z (%): 298[M]* (27,1), 267(10,3), 255(20,7), 199(13,8), 143(26,7), 129(8,6),
97(12,1), 87(68,9), 74(100), 69(13,8), 57(20,7), 43(31,1).

Juncgédo 2 - FAE-21-24V (Substancias identificadas em ordem crescente de tempo

de retengcao/min)

TR/min: 16,72 Alfa-bisabolol
EM-IE m/z (%): 204[M]"(36,2), 161(15,5), 134(10,3), 119(89,5), 109(100), 93(51,7),
79(39,6), 69(87), 55(25,8), 43(62,6).

TR/min: 20,43 Ester metilico do &cido hexadecandico

EM-IE m/z (%): 270[M]" (18,9), 241(3,4), 227(17,2), 213(3,4), 199(5,2), 185(6,9),
171(6,9), 157(3,4), 143(24,1), 129(10,3), 115(3,4), 101(5,2), 97(6,9), 87(68,9), 74(100),
57(18,9), 43(20,7).

TR/min: 23,02 Ester metilico do acido octadecendico-9

EM-IE m/z (%): 296[M]*(10,3), 264(43), 222(29,3), 180(20,7), 152(13,8), 137(17,2),
111(37,9), 97(60,3), 83(68,9) 74(68,9), 55(100), 43(5,2).
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Juncgédo 5 - FAE-28-35V (Substancias identificadas em ordem crescente de tempo

de retencao/min)

TR/min: 11,20 Ester metilico do acido 4-metoxi-benzdico
EM-IE m/z (%): 166[M]"(39,7), 135(100), 107(10,3), 92(12,1), 77(15,5), 64(6,9), 44(5,2).

TR/min: 13,14 Ester metilico do acido 4-hidroxi-benzdico
EM-IE m/z (%): 152[M]*(39,7), 135(1,7), 121(100), 107(1,7), 93(19), 74(1,7), 65(13,8),
53(1,7), 44(1,7).

TR/min: 14,33 Ester dimetilico do acido nonanedidico (Acido azelaico)
EM-IE m/z (%): 185[M]"(56,9), 152(100), 143(41,4), 124(27,6), 111(50), 97(25,9),
87(24,1), 74(55,2), 69(6,9), 55(39,7), 41(20,7).

TR/min: 15,34 Ester metilico do acido 3,4-dimetdxibenzoico
EM-IE m/z (%): 196[M]*(100), 181(8,6), 165(8,6), 149(3,4), 137(6,9), 121(8,6), 107(6,9),
94(5,2), 79(13,8), 63(3,4), 51(5,2), 44(3,4).

TR/min: 16,78 Ester metilico do acido 3-(4-metdxifenil) propendico-2
EM-IE m/z (%): 192[M]"(75,9), 161(100), 147(3,4), 133(27,6), 118(10,3), 103(5,2),
89(10,3), 77(6,9), 63(6,9), 44(5,2).

TR/min: 17,55 Ester metilico do acido 3,4,5-trimetdxibenzoico
EM-IE m/z (%): 226[M]".(100), 211(43,1), 195(24,1), 183(6,9), 168(3,4), 155(19),

137(3,4), 125(6,9), 109(5,2), 95(3,4), 81(3,4), 66(3,4), 53(3,4), 44(5,2).

TR/min: 20,26 Ester metilico do acido 3-(3,4-dimetdxifenil) propendico-2
EM-IE m/z (%): 222[M]"(100), 207(15,5), 191(48,3), 147(10,3), 44(15,5).
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TR/min: 20,43 Ester metilico do acido hexadecandico
EM-IE m/z (%): 270[M]*(20,7), 227(10,3), 199(6,9), 171(8,6), 143(24,1), 129(10,3),
97(8,6), 87(74,1), 74(100), 57(12,1), 43(24,1).

Folhas de C. cerifera

Extrato Etandlico

Particao
Acetato de Etila
22 CC gel de silica
| | | | | [
1 2 3 4 5 6 7
(1-20) (21-24) (25) (26-27) (28-35) (36-39) (40-65)
CG-EM 8
CG-EM CG-EM (66-95)
Substancias
Substancias identificadas: 9
) i ] I, IX, XVIII, XIX, (96-110)
L identificadas: XX, XXI, XX”,
1,11l XXIII
10
(111-
119)
Substancias
identificadas: 11
1, 1V, X (120-
122)

Esquema 3: Fluxograma da purificagcdo da fragdo em acetato de etila do extrato etandlico bruto das
folhnas de C. cerifera, amostras enviadas para anadlise por CG-EM e identificagcdo das substancias
presentes nas jungdes analisadas.
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Estudo do Oleo Fixo de Serenoa repens

A cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas foi
realizada em aparelho HEWLETT PACKARD HP 5890 SlI, equipado com detector
seletivo de massas modelo 5973 e um injetor automatico modelo 5683, todos da Agilant
Technologies. Os espectros de massas foram obtidos a 70 eV utilizando o PFK como
referéncia. Os dados foram adquiridos via HP CHEMSTATION Data Acquisition
software. As condi¢des cromatograficas foram as seguintes: gas de arraste: hélio;
detector de massas; vazdo: 1,0 ml/min; split: 1:20; volume de injecdo: 1,0 ml;
temperatura inicial: 60° C; programacgao de temperatura: 10° C/min até 280° C;
temperatura do injetor: 260° C; temperatura do detector: 280° C; tempo de corrida: 60
minutos.

O dleo obtido dos frutos da palmeira Serenoa repens foi cedido pelo laboratério
Herbarium. Quando disponivel comercialmente, o 6leo de S. repens é associado com
6leo de semente de abdbora e vitamina E, dispensado em capsulas com a marca de
Prostatal®. Apods analise, foi possivel evidenciar a presenca de uma mistura de
substancias através da analise do cromatograma. As substancias foram identificadas
por meio do seu espectro de massas como sendo os seguintes ésteres metilicos de
acidos graxos, com seus respectivos tempos de retencao: acido dodecandico (31,39
min.), acido tetradecandico (37,31 min.), acido hexadecandico (42,73 min.), acido
octadecendico-9 (47,20 min.) e o acido octadecandico (47,65 min.) (Esquema 4, pag.

44).
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TR/min: 31,39 Ester metilico do acido dodecanéico (ac. laurico)
EM-IE m/z (%): 214[M]*(1,88), 183(1,88), 171(3,13), 157(1,25), 143(5,94), 129(3,13),
115(2,19), 101(3,44), 87(43,44), 74(100), 55(36,88).

TR/min: 37,31 Ester metilico do acido tetradecanéico (ac. miristico)
EM-IE m/z (%): 242[M]"(1,25), 199(2,81), 185(0,94), 157(1,25), 143(5,94), 129(2,19),
101(4,38), 87(45,63), 74(100), 55(40,00).

TR/min: 42,73 Ester metilico do acido hexadecandico (ac. palmitico)
EM-IE m/z (%): 270[M]"(1,56), 227(0,94), 173(1,25), 143(5,00), 129(2,81), 111(1,25),
97(4,06), 87(46,88), 74(100), 55(42,50).

TR/min: 47,20 Ester metilico do acido Octadecandico-9 (ac. oléico)
EM-IE m/z (%): 296[M]", 264(2,19), 222(1,25), 180(1,88), 166(0,94), 152(1,56),
137(2,50), 123(4,69), 110(7,50), 96(18,13), 83(25,00), 69(40,63), 55(100).

TR/min: 47,65 Ester metilico do acido Octadecanéico (ac. esterarico)
EM-IE m/z (%): 298[M]"(0,94), 143(3,44), 129(2,19), 111(0,94), 97(5,00), 87(49,38),
74(100), 55(48,75).

Oleo de
Serenoa repens

CG-EM

Acido Dodecanoico Acido Tetradecanodico

Acido Hexadecandico Acido Octadecandico

Acido Octadecendico-9

Esquema 4: Identificacdo por CG- EM dos ésteres metilicos dos acidos graxos do 6leo de
Serenoa repens.
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Il - ENSAIOS FARMACOLOGICOS

1 — Materiais e Métodos

As leituras de absorbancia nos testes de atividade antioxidadante (AAO) foram
realizadas em espectrofotdmetro de UV-VIS Shimadzu UV 1601 a 518 nm. O agente
oxidante 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) utilizado nos teste de atividade antioxidante
foi obtido da empresa SIGMA.

Os camundongos machos Swiss 44 utilizados nos ensaios bioldgicos de
atividade analgésica e antiinflamatéria foram comprados do Biotério Central do Instituto
de Microbiologia Paulo de Gdes, da Universidade Federal do Rio de Janeiro e pesavam

entre 17 e 20 gramas.

2 — Ensaio Quimico

2.1 — Atividade Antioxidante pelo Teste do DPPH

Esse teste é realizado rotineiramente no laboratério do Prof. Dr. Fabio de Sousa
Menezes. Foram testados os extratos etandlicos das folhas, frutos e cascas de
Copernicia cerifera. Os extratos hexanicos das folhas, frutos e cascas nao foram
testados por saber-se que extratos lipofilicos apresentam pouca ou nenhuma atividade
antioxidante quando avaliados por este método.

Nesse ensaio utiliza-se método fotocolorimétrico, em triplicata, com o radical livre
estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) na concentragao inicial de 0,3 mM, em etanol.
A partir de cada extrato é preparada uma solugdo-mae de 1mg/ml em etanol, de onde

sao preparadas solugdes diluidas nas concentracdes de 250, 125, 50, 25, 10 e 5ug/ml.
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Para a realizagao do teste, 1 ml da solugdo de DPPH 0,3 mM ¢é adicionada a 2,5 ml de
uma solugdo diluida do extrato em estudo. Para os brancos, ao invés do DPPH,
adiciona-se 1 ml de etanol aos extratos diluidos. O controle negativo é preparado com 1
ml de DPPH e 2,5 ml de etanol. Como controle positivo, para fins de comparacéao, foi
utilizada a rutina, um flavondide que possui alta capacidade antioxidante e o extrato
padronizado de Gingko biloba, também com reconhecida atividade antioxidante.

O DPPH (figura 13) possui uma coloragao roxa intensa e a reagao antioxidante
de um extrato pode ser visualizada pelo progressivo descoramento da solugao testada,
ao final da qual a mesma podera tornar-se amarelada. Trinta minutos apés a adi¢ao da
solugédo de DPPH a todas as amostras, é feita a leitura em espectrofotdmetro de UV em
518 nm.

Todas as leituras sdo realizadas em triplicata e, com os dados obtidos, é
calculada a atividade antioxidante dos extratos em estudo, através da seguinte férmula:
AAO% =100 — {[(ABSA - ABSg) x 100] / ABSg}

Os resultados foram expressos em valores de CEsp (que é a concentragéo
efetiva para se obter 50% da atividade antioxidante maxima, estimada em 100%),
obtidos por regressao linear ou logaritmica, com coeficiente de determinacéo r* = 0,80

(MENSOR et al., 2001).

0N NO,

NO,

Figura 13: Estrutura quimica do DPPH
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3 — Ensaios Bioldgicos

3.1 — Atividade Antioxidante sobre Células de Saccharomyces cerevisiae

Este ensaio foi realizado no laboratério da Profa. Dra. Elis Cristina Araujo
Eleutherio.

Em todos os ensaios as células de S. cerevisiae foram crescidas em meio YPD
2% (2% de glicose; 1% de extrato de levedo; 2% de peptona), a 28°C/160 rpm, em
frascos conicos contendo 20% do seu volume preenchido com o meio. As células eram
coletadas com uma concentragdo de 0,5 — 1,0 mg (peso seco)/ml e re-inoculadas em
meio fresco contendo somente a droga (peroxido de fert-butila) ou droga juntamente
com o extrato (na concentragéo final de 5 mg/ml de meio). A concentragao inicial de
células em todas as condi¢des era de 0,1 mg/ml e os cultivos permaneciam a 28°C/160
rom em frascos cobertos com papel laminado. Apdés 3,5 ou 17 h de incubacao,
determinava-se a tolerancia celular por plagueamento em meio YPD 2% sdélido. As
colénias eram contadas apdés 72 h de crescimento a 28°C e a porcentagem de
sobrevivéncia calculada em relagcdo ao cultivo que nado recebia nenhuma droga

(controle).

3.2 — Atividade Analgésica dos Extratos de Copernicia cerifera

Os ensaios de atividade analgésica foram realizados em colaboracdo com o
Departamento de Farmacologia Basica e Clinica da UFRJ, com as Profas. Dras. Maria

Eline Matheus e Patricia Dias Fernandes.

47



PARTE EXPERIMENTAL

Os testes foram realizados com os extratos etandlico e hexanico totais obtidos
das folhas, extrato hexanico dos frutos e com extrato butandlico das folhas, obtido
através de parti¢ao liquido-liquido do extrato etandlico total de C. cerifera.

Para a avaliagao da atividade antinociceptiva dos extratos de Copernicia cerifera,
foram usadas metodologias experimentais tradicionais em camundongos: o teste das
contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético (WHITTLE, 1964), o teste de
retirada da cauda ou “tail flick” (BEM-BASSAT et al., 1959; KURAISHI et al., 1983) e o
teste da placa quente ou “hot plate” (KURAISHI et al., 1983) tiveram o objetivo de
avaliar a atividade antinociceptiva dos extratos testados; os testes com formalina e do
edema de orelha (SCHIANTERELLI et al., 1982) tiveram como objetivo avaliar as
atividades antinociceptiva e anti-inflamatdria dos extratos de C. cerifera.

Em todos os testes foram utilizados camundongos Swiss 44, pesando entre 17 e
20 gramas. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia
Basica e Clinica da UFRJ, com livre acesso a ragao e a agua, mantidos em ciclos claros
e escuros de 12 horas. Cerca de 12 horas antes de cada experimento, os animais eram
deixados em jejum, sendo mantidos somente com agua. Todos os extratos testados
foram diluidos em DMSO até obtencdo de solugdes com concentragdes finais de
100mg/ml. Estas solugbes foram armazenadas a 8°C até serem utilizadas no
experimento. No momento da realizagao dos testes, os extratos foram diluidos com
PBS (tampao fosfato-salina) estéril. Foi administrada dose de 100 mg/kg, por via oral,
com um volume final de 0,1ml. Cada grupo experimental foi constituido de 7 animais
para a avaliagdo da atividade analgésica periférica, e 5 animais para a avaliagédo da
atividade analgésica central. Os animais do grupo controle receberam somente o

veiculo utilizado na solubilizacdo dos extratos. Os resultados foram tratados
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estatisticamente com a aplicacdo do teste t de Student. O valor de p<0,05 foi

considerado significativo.

Teste de Contorgdes Abdominais Induzidas por Acido Acético

O teste de contorgdes abdominais induzidas por acido acético é feito pela sua
administracao intra-peritoneal (i.p.) em camundongos.

As contorgbdes sao definidas por uma série de contragdes e alongamentos dos
musculos abdominais, acompanhados por tor¢ao do tronco e seguidos por extensao
dos membros posteriores, promovendo o contato do musculo abdominal dos
camundongos com o fundo do recipiente em que os mesmos se encontram.

Os animais foram tratados 1 hora antes do teste com as solugdes dos extratos
etandlicos das folhas e hexanico dos frutos de Copernicia cerifera, na dose de
100mg/kg. Decorrido esse tempo, foi administrada uma inje¢ao i.p. de uma solugao de
acido acético a 2%, em um volume de 0,5 ml, para a indugdo de contorgbes
abdominais. Decorridos 5 minutos desta injegcao, e pelos 20 minutos subsequentes,
foram contadas as contorcbes abdominais desenvolvidas. Os valores sao expressos
como média £ desvio padrao do numero total de contorgdes. Utilizou-se como controle

positivo a Indometacina, na dose de 10 mg/kg.

Teste de Retirada de Cauda ou “Tail-Flick”
Neste teste 0 camundongo € imobilizado no interior de um pequeno cilindro de
plastico rigido e com ventilagdo, de tal forma que a cauda permanega para o lado de

fora do tubo. Quando a cauda é deixada imersa em banho-maria, com agua aquecida a
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(50 £ 1)°C, um crondbmetro € acionado, sendo parado apenas no momento em que o

animal retira a cauda do banho. Este tempo é denominado tempo de laténcia, e é
expresso em segundos. As medidas foram realizadas nos tempos de 20, 40, 60, 80,
100 e 120 minutos apos a administragdo dos extratos ja citados, na dose de 100 mg/kg.

Os limiares de resposta ao teste foram normatizados através do indice de

antinocicepgao da retirada da cauda (IARC), calculado de acordo com a férmula:

IARC = (valor médio — linha base) / (cut-off — linha base)
onde a linha base é a média dos grupos controle e o cut-off &€ 3 vezes o valor da linha
base. Neste ensaio também se avalia o aumento do tempo de resposta dos animais
(BEM-BASSAT et al., 1959; KURAISHI et al., 1983).

Neste modelo foi feito um grupo controle positivo com o fentanil (um anestésico
opidide), por via oral, na dose de 300 ug/kg. Foram efetuadas oito marcagbes com este
grupo de animais, sendo duas antes da administragdo do farmaco - que foram usadas
para calcular a média do grupo controle no calculo do IARC — e as demais nos mesmos

tempos que os grupos tratados com as amostras.

Teste da Placa Quente ou “Hot Plate”
Neste teste os animais foram tratados com o extratos etandlico e butandlico da
particao liquido-liquido do extrato etndlico das folhas de Copernicia cerifera, na dose de

100 mg/kg. Apds e a cada 30 minutos, os animais foram colocados, um a um, sobre
uma placa aquecida a (55 + 1)°C. A resposta observada é o ato de retirar ou lamber

uma ou ambas as patas dianteiras. Registrou-se, com o auxilio de um cronémetro, o

tempo decorrido desde o momento em que o animal foi colocado sobre a placa quente
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até o momento da resposta. O fentanil foi utilizado como controle positivo, na dose de
300 ng/kg. O tempo de cut-off (tempo maximo que o animal poderia permanecer sobre
a placa) estabelecido foi de 30 segundos. Este tempo refere-se ao tempo maximo que o
animal pode ser mantido sobre a placa quente, sem que ocorra lesdes dos tecidos do

animal que estdo em contato com a placa.

3.3 — Avaliacao da Atividade Antiinflamatéria dos Extratos de Copernicia cerifera

Os extratos etandlico e hexanico de folhas, a particdo butandlica do extrato
etandlico e o extrato hexanico dos frutos de Copernicia cerifera foram avaliados quanto
a sua atividade antiinflamatoria. Neste tipo de avaliagcao, foram realizados os testes da
formalina e do edema de orelha. Estes ensaios também foram realizados em
colaboragdo com a equipe das Profas. Dras. Maria Eline Matheus e Patricia Dias
Fernandes, pesquisadoras do Departamento de Farmacologia Basica e Clinica da
UFRJ. As condi¢gbes em que os camundongos foram mantidos e a forma de preparagao
dos extratos foram as mesmas descritas para a avaliagado da atividade analgésica. Foi
administrada dose de 100 mg/kg da solugéo, por via oral, com um volume final de 0,1
ml. Cada grupo experimental foi composto de 5 ou 7 animais, para os testes da
formalina e edema de orelha, respectivamente. No grupo controle, os animais
receberam somente o veiculo utilizado na solubilizacdo dos extratos. Os resultados
foram tratados estatisticamente com a aplicacado do teste t de Student, sendo o valor de

p < 0,05 considerado como significativo.
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Teste do Edema de Orelha

Os camundongos foram tratados 1 hora antes do ensaio com os extratos em
estudo, na dose de 100 mg/kg, por via oral. Cada animal recebeu 10uL de uma solugao
recém-preparada de oleo de créton (2,5% v/iv em acetona) sobre a superficie interna da
orelha direita e o0 mesmo volume de acetona na orelha esquerda. Como controle
positivo utilizou-se 1mg/kg de dexametasona (um antiinflamatério esteroidico) e 10
mg/kg de indometacina (um antiinflamatorio ndo esteroidico), ambos por via oral. Como
controle negativo foi utilizado o PBS. Apds 4 horas da aplicagdo do estimulo
edematogénico, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Das orelhas,
foram removidos discos de 6 mm de diametro, os quais foram pesados em balanga
analitica. Os resultados foram expressos como as medias das diferengas de peso entre
as orelhas em que foi aplicado o 6leo de croton e as orelhas em que foi aplicada a

acetona (SCHIANTERELLI et al., 1982).

Teste da Formalina

O processo algésico se desenvolve em duas fases distintas. A primeira em
intervalo de tempo de 0 a 5 minutos apds a aplicagdo da inje¢cdo, sendo caracterizada
pela ativagdo direta das terminagdes nervosas. A segunda fase se desenvolve no
intervalo de 15 a 30 minutos apos a administragdo da inje¢do subplantar, como
resposta a liberagdo de mediadores enddégenos da inflamagdo (substancia P,
bradicinina, prostaglandina). Quantificou-se o tempo no qual o animal permaneceu

lambendo a pata traseira em cada uma das fases citadas.
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Para a realizacdo do teste, administrou-se 0,05 ml de formalina 0,2% com
injecdo subplantar, em uma das patas traseiras do camundongo. Foi administrado o
extrato-teste 1 hora antes, por via oral e foi observado o comportamento do animal
quanto ao numero de vezes que este lambia a pata traseira onde havia sido

administrada a formalina. Os controles sdo realizados com PBS e DMSO 20%.

3.4 — Avaliacao da Atividade Antimicrobiana dos Extratos de Copernicia cerifera

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados no Setor de Testagem de
Drogas do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, na Fundagdo Osvaldo Cruz,
sob supervisdo da Dr? Maria Cristina Lourenco.

Para o teste da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas de bactérias
Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923 (suscetivel a oxacilina e penicilina)
e Enterococcus faecalis ATCC 29212, as Gram negativas Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922 (beta-lactamase negativa), e o bacilo
acido-resistente  Mycobacterium tuberculosis Hsz;Rv ATCC 27294. As metodologias
empregadas foram a de Alamar Blue para Mycobacterium tuberculosis (COLLINS &
FRANZBLAU, 1997), e a de microdiluigho em caldo para todos os outros
microorganismos utilizados (LUBER et al., 2003).

Foram testados os extratos hexanicos de frutos e folha e o extrato etandlico dos

frutos de Copernicia cerifera.
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Microdiluigcao em Caldo

Varias colénias de cada cepa foram transferidas para tubos com 5 ml de caldo
Mueller-Hinton até atingirem concentragcées de aproximadamente 5 a 6 log CFU/ml.
Estas pré-culturas foram incubadas por 24 horas a 37°C, am atmosfera microaerofilica
constituida de 55% de O, 10% de CO, e 85% de N,. Para a preparagao do inoculo,
foram transferidos 150uL de cada pré-cultura para 10 ml de caldo Mueller-Hinton,
resultando em uma suspenséo com 6 a 7 log CFU/ml. Cada pogo das placas “Sensititre
microtiter” utilizado para o teste de suscetibilidade foi preenchido com 100uL da
suspensao e solugdes dos extratos a serem testados, na concentracdo de 100uL/ml. As
placas foram seladas com filme anaerdbico e microaerofilico, e incubadas a 37°C sob
condigdes microaerofilicas. Os resultados dos testes foram avaliados apos 24 horas de
incubacédo. Foi utilizado como controle interno 10ug/ml de gentamicina. O controle de

crescimento foi 7H9 e cepa padrao (LUBER et al., 2003).

Alamar Blue

Foram utilizadas microplacas com 96 pocos. Os pogos do perimetro externo
foram preenchidos com agua estéril para prevenir a desidratagdo dos pogos que foram
utilizados no experimento. O inéculo foi diluido em 7H9 (1:2) e 0,1 ml foi adicionado a
cada poco. Os extratos foram inicialmente diluidos em DMSO e depois em 0,1 ml de
7H9 nas microplacas obtendo-se uma concentracdo de 100ug/ml. Foram utilizados
como controle pogos contendo somente os extratos (E), somente bactéria (B) e
somente o meio de cultura (M). As placas foram incubadas a 37°C por quatro dias, e so

entdo foram adicionados 20 ml de solu¢cdo de Alamar Blue e 12,5 ml de Tween 80 a
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20% a um pogo B e M. As placas foram reincubadas a 37°C e observadas por 12 e 24
horas para mudanga de coloracdo do azul para rosa. Ocorrendo mudanga na cor do
poco B em até 24 horas, coloca-se reagente em toda a placa. Nao ocorrendo mudancga
de cor, testa-se outros pogos B € M e repete-se a operagao. A MIC seria definida como
a menor concentragcdo do extrato que evitaria uma mudanca de coloragao. Foi utilizado
como controle interno 7H9, cepa padrao e rifampicina na concentracédo de 1ug/ml. O
controle de crescimento empregado foi 7H9 e cepa padrdo (COLLINS & FRANZBLAU,

1997).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

| - FITOQUIMICA

1 - Extrato Bruto Hexanico das Folhas de Copernicia cerifera

O extrato bruto hexanico das folhas de C. cerifera foi fracionado em coluna de
gel de silica, eluida em hexano, gradientes crescentes de hexano/acetato de etila,
acetato de etila, gradientes crescentes de acetato de etila/metanol até metanol puro.
Assim foram obtidas 324 fragbes, que foram cromatografadas por cromatografia em
camada delgada e reunidas em 19 jungdes. As jungdes 1, 2, 4 e 5 foram analisadas
por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. Através
do cromatograma obtido foi possivel a identificagcdo das seguintes substancias, com
seus respectivos tempos de retengao: alfa-bisabolol (16,72 min.); 6,10,14-trimetil-
pentadecanona-2 (16,87 min.), 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (20,04 min.);
ésteres metilicos dos hexadecandico (20,43 min.), heptadecandico (21,94 min.), 9,12
octadecadiendico (22,97 min.), octadecendico-9 (23,02 min.) e octadecandico (23,36
min.); tricosano (25,48 min.); pentacosano (27,97 min.); heptacosano (30,25 min.);
éster metilico do acido tetracosandico (30,79 min.); nonadeceno (33,39 min.);
octacosano (34,36 min.); untriacontano (34,37 min.); nonacosano (36,21 min.)
(Cromatogramas 1 a 4, pags. 58, 63, 65 e 68, respectivamente). As respectivas
massas moleculares das substancias citadas séo: 222, 268, 278, 270, 284, 294, 296,
298, 324, 352, 380, 382, 266, 394, 436 e 408 (Espectros 1 a 18, pags. 59 a 70).

A juncado 6 foi fracionada em coluna de gel de silica, eluida em hexano,
gradientes crescentes de hexano/acetato de etila, acetato de etila, gradientes

crescentes de acetato de etila/metanol até metanol puro (tal como se procedeu para
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o extrato hexanico bruto). Assim foram obtidas 47 fragbes, que foram
cromatografadas por cromatografia em camada delgada e reunidas em 11 jungdes.

A fracdo 15 (que nado foi reunida em nenhuma juncao) foi analisada por
cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. Através do
cromatograma obtido foi possivel a identificacdo das seguintes substancias, com
seus respectivos tempos de retencio: ésteres metilicos dos acidos hexadecandico
(20,40 min.), heptadecandico (21,91 min.), 9,12-octadecadiendico (22,97 min.),
octadecendico-9 (23,02 min.), octadecandico (23,36 min.), tetracosandico (30,79
min.), (Cromatograma 5, pag. 71). As respectivas massas moleculares das
substancias citadas sdo: 270, 284, 294, 296, 298 e 382 (Espectros 19 a 24, pags 72

e 73).
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x Jungao 1: EH 1-24 — Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de

retencao/min.

Tabela 2 - Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de retengcdo/min. na juncéo
EH 1-24 da coluna de gel de silica do extrato hexanico bruto das folhas de C. cerifera.

TR/min. Substancia indice de Certeza %
16,72 Alfa-bisabolol 93%
20,43 Ester metilico do acido hexadecandico 97 %
23,02 Ester metilico do acido octadecenosico-9 93 %
25,48 Tricosano 94 %
27,97 Pentacosano 99 %
30,25 Heptacosano 99 %
33,38 Nonadeceno 95 %
34,36 Octacosano 99 %
36,21 Nonacosano 91%
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i ' /
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Cromatograma 1: Cromatograma da jungédo EH 1-24, obtido por CG-EM
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Espectro 3: Espectro de massas do éster metilico do acido octadecendico-9
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Espectro 4: Espectro de massas do tricosano
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Espectro 5: Espectro de massas do pentacosano
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Espectro 6: Espectro de massas do heptacosano
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Espectro 7: Espectro de massas do nonadeceno
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Espectro 8: Espectro de massas do octacosano
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Espectro 9: Espectro de massas do nonacosano
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x Jungao 2: EH 25-40 — Substancias identificadas em ordem crescente de tempo
de

retencao/min.

Tabela 3 - Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de retengcdo/min. na juncéo
EH 25-40 da coluna de gel de silica do extrato hexanico bruto das folhas de C. cerifera.

TR/min. Substancia indice de Certeza %

20,43 Ester metilico do acido hexadecandico 97 %

23,36 Ester metilico do acido octadecandico 90%

;Abundance i ' TIC: MS3435D
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Cromatograma 2: Cromatograma da jungao EH 25-40, obtido por CG-EM
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Espectro 10: Espectro de massas éster metilico do acido hexadecandico
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Espectro 11: Espectro de massas do éster metilico do acido octadecandico
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x Juncgao 4: EH 46-63 — Substancias identificadas em ordem crescente de tempo
de

retencao/min.

Tabela 4 - Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de retengdo/min. na jungéo
EH 46-63 da coluna de gel de silica do extrato hexanico bruto das folhas de C. cerifera.

TR/min. Substancia indice de Certeza %

16,73 Alfa-bisabolol 91 %

20,44 Ester metilico do acido hexadecandico 97 %

23,02 Ester metilico do acido octadecendico-9 93 %

34,36 Hentriacontano, Untriacontano 94 %
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Cromatograma 3: Cromatograma da jung¢ao EH 46-63, obtido por CG-EM
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Espectro 12: Espectro de massas do alfa-bisabolol
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Espectro 13: Espectro de massas éster metilico do acido hexadecanoico
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Espectro 14: Espectro de massas do éster metilico do acido octadecendico-9
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Espectro 15: Espectro de massas do untriacontano
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x Jungao 5: EH 71-79 — Substancias identificadas em ordem crescente de tempo

de retengao/min.

Tabela 5- Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de retengdo/min. na jungéo
EH 71-79 da coluna de gel de silica do extrato hexancio bruto das folhas de C. cerifera.

TR/min. Substéncia indice de Certeza %
16,87 6,10,14-trimetil-pentadecanona-2 95 %
20,04 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol 91 %
20,37 Ester metilico do acido octadecandico 93%

Cromatograma 4: Cromatograma da jungéao EH 71-79, obtido por CG-EM
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Espectro 16: Espectro de massas do 6,10,14-trimetil-pentadecanona-2
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Espectro 17: 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol
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Espectro 18: Espectro de massas éster metilico do acido octadecandico
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Fracao 15 (EH 80-107) — Substancias identificadas em ordem crescente de tempo
de

retencao/min.

Tabela 6 - Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de retengao/min. na fragao
15 da juncdo EH 80-107 da coluna de gel de silica do extrato hexanico bruto das folhas de

C. cerifera.

TR/min. Substancia indice de Certeza %
20,40 Ester metilico do acido hexadecandico 99 %
21,94 Ester metilico do acido heptadecandico 97%

Ester metilico do acido 9,12
22,97 DT 96 %
octadecadienoico
23,02 Ester metilico do acido octadecendico-9 99 %
23,36 Ester metilico do acido octadecandico 99 %
30,79 Ester metilico do acido tetracosandico 94 %
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Cromatograma 5: Cromatograma da fragao 15 da juncéo EH 80-107, obtido por CG-EM
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Espectro 19: Espectro de massas do éster metilico do acido hexadecanoico
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Espectro 20: Espectro de massas do éster metilico do acido heptadecandico
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Espectro 21: Espectro de massas do éster metilico do acido octadecadiendico-9,12
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Espectro 22: Espectro de massas do éster metilico do acido octadecendico-9
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Espectro 23: Espectro de massas do éster metilico do acido octadecanoico
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Espectro 24: Espectro de massas do éster metilico do acido tetracosandico
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2- Fracao em Acetato de Etila da Particao do Extrato Bruto

Etandlico das Folhas de Copernicia cerifera

O extrato bruto etandlico das folhas de C. cerifera foi fracionado por particao
liquido-liquido com solventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano,
acetato de etila e n-butanol). A fragcdo em acetato de etila foi cromatografa, sendo
eluida em diclorometano, gradientes crescentes de diclorometano/acetato de etila,
acetato de etila, gradientes crescentes de acetato de etila/metanol até metanol puro.
Assim foram obtidas 122 fragbes, que foram cromatografadas por cromatografia em
camada delgada e reunidas em 11 jungdes. As jungdes 1, 2, 4 e 5 foram analisadas
por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. Por meio
do cromatograma obtido foi possivel a identificacdo das seguintes substancias, com
seus respectivos tempos de retencao: ésteres metilicos dos acidos 4-metoxi-
benzoico (11,20 min.), 4-hidroxi-benzdéico (13,14 min.), éster dimetilico do acido
nonanedidico (14,33 min.), éster metilico do acido 3,4 di-metdxi benzdico (15,34
min.), alfa-bisabolol (16,72 min.) e os ésteres metilicos dos acidos 3-(4-metoxi-fenil)
propenoico-2 (16,78 min.), 3,4,5 trimetoxi-benzodico (17,55 min.), 3(3,4-di-metoxi-
fenil) propendico-2 (20,26 min.), hexadecandico (20,43 min.), octadecendico-9 (23,02
min.) e octadecandico (23,36 min.) min.) (Cromatograma 6 a 8, pags. 75, 77 e 79).
As respectivas massas moleculares das substancias citadas sdo: 166, 152, 185,

196, 222, 192, 226, 222, 270, 296 e 298 (Espectros 25 a 37, pags 76 a 82).
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x Juncgao 1: FAE 1-20 — Substancias identificadas em ordem crescente de tempo
de
retencao/min.
Tabela 7- Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de retengdo/min. na jungao

FAE 1-20 da coluna de gel de silica da fragcao de acetato de etila do extrato etandlico
bruto das folhas de C. cerifera.

TR/min. Substancia indice de Certeza %
20,43 Ester metilico do acido hexadecandico 98 %
23,36 Ester metilico do acido octadecandico 94 %
Abundance o TIC: MS3437.D
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Cromatograma 6: Cromatograma da jungao FAE 1-20, obtido por CG-EM
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Espectro 25: Espectro de massas do éster metilico do acido hexadecandico
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Espectro 26: Espectro de massas do éster metilico do acido octadecandico
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x Jungdo 2: FAE 21-24V - Substancias identificadas em ordem crescente de
tempo

de retencdo/min.

Tabela 8 - Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de retengdo/min. na jungéo
FAE 21-24 da coluna de gel de silica da fracao de acetato de etila do extrato
etandlico bruto das folhas de C. cerifera.

TR/min. Substancia indice de Certeza %
16,72 Alfa-bisabolol 91 %
20,43 Ester metilico do acido hexadecandico 98 %
23,02 Ester metilico do acido octadecenodico-9 99 %
Abundance : TIC: MS3436 D
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Cromatograma 7: Cromatograma da jungao FAE 21-24, obtido por CG-EM
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Espectro 27: Espectro de massas do alfa-bisabolol
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Espectro 28: Espectro de massas do éster metilico do acido hexadecandico

74

50001

A

20 40 60 80

0
\/\/\/\/:\/\/\/\)J\O/
96
111 264
222
u137152 180 595
NN |

I L LI LA | B R O
| I I I | |

o
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

TI.T[TTT||||r|I|:

Espectro 29: Espectro de massas do éster metilico do acido octadecendico-9
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x Juncgao 5: FAE 28-35 — Substancias identificadas em ordem crescente de tempo

de retengao/min.

Tabela 9 - Substancias identificadas em ordem crescente de tempo de retengcdo/min. na jungéo

FAE 28-35 da coluna de gel de silica da fragcao de acetato de etila do extrato
etandlico bruto das folhas de C. cerifera.

TR/min. Substancia indice de Certeza %
11,20 Ester metilico do acido 4-metoxi- benzdico 91%
13,14 Ester metilico do acido 4-hidroxi-benzdico 95 %
14,33 Ester di-metilico do acido nonanedidico 91 %
15,34 Ester metilico do ac[c:lo 3,4 di-metodxi-o 97%

] benzdico
16,78 Ester metilico do aC|d9 3-(4-metoxi-fenil)- 97 %
] propenoico-2
17.55 Ester metilico do 3,£'1_,5—tr|metOX|-aC|do 9% %
] benzadico
20,26 Ester metl!lc_o do 3-(3,4:fjlmetOX|-fen|I)- 90%
acido propendico-2
20,43 Ester metilico do acido hexadecandico 97%
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Cromatograma 8: Cromatograma da jungédo FAE 28-35, obtido por CG-EM
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Espectro 30: Espectro de massas do éster metilico do acido 4-metoxi-benzéico
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Espectro 31: Espectro de massas do éster metilico do acido 4-hidroxi-benzdéico
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Espectro 32: Espectro de massas do éster dimetilico do acido nonanedioico
(acido azelaico)
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Espectro 33: Espectro de massas do éster metilico do acido 3,4-dimetoxi-benzéico
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Espectro 34: Espectro de massas do éster metilico do acido 3-(4-metoxifenil)
propendico-2
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Espectro 35: Espectro de massas do éster metilico do acido 3,4,5-trimetdxi-benzdico
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Espectro 36: Espectro de massas do éster metilico do acido 3-(3,4- dimetoxifenil)-
propendico-2
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Espectro 37: Espectro de massas do éster metilico do acido hexadecandico
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3 - Oleos Fixos do Mesocarpo dos Frutos de C. cerifera

Os Odleos fixos obtidos do mesocarpo dos frutos de C. cerifera através de
extragdo pelo método Bligh e Dyer foram metilados e analisados por CG-EM. O
cromatograma evidenciou uma mistura de substancias, sendo possivel identificar,
através de seus espectros de massas, os esteres metilicos de dois acidos
graxos: acido hexadecandico (20,69 min.) e o acido octadecandico (22,72 min.).
As respectivas massas moleculares dessas substancias 270 e 298 (Espectros 38

e 39, pag. 84 ).

W

Cromatograma 9: Cromatograma de 6leos fixos obtido do mesocarpo dos frutos de C.

cerifera, obtido em coluna DB-1 do cromatografo HP 5890 SlI.
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Espectro 38: Espectro de massas do éster metilico do acido hexadecandico (ac. palmitico)
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Espectro 39: Espectro de massas do éster metilico do acido octadecandico (ac. estearico)
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O cromatograma do o6leo comercial da Herbarium de Serenoa repens foi
obtido em coluna DB-1 do cromatégrafo com fase gasosa acoplado a espectrémetro
de massas QP5000 Shimadzu. A composi¢ao de acidos graxos do 6leo dos frutos de
Serenoa repens, adquirido por doacao do laboratério Herbarium, foi identificado por
cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os espectros
de massas revelaram a presenca dos seguintes ésteres metilicos de acidos graxos:
acido dodecandico (31,39 min.), acido tetradecandico (37,31 min.), &acido
hexadecandico (43,73 min.), acido octadecendico-9 (47,20 min.) e o acido
octadecandico (47,65 min.) (Cromatograma 10). As massas moleculares destas
substancias sao, respectivamente, 214, 242, 270, 296, e 298 (Espectros 40 a 44,

pags. 86 a 88)

205 f

40

Cromatograma 10: Cromatograma do Oleo comercial de Serenoa repens do
laboratério Herbarium, obtido em coluna DB-1 do cromatdografo com fase gasosa
acoplado a espectrometro de massas QP5000 Shimadzu.
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Espectro 40: Espectro de massas do éster metilico do acido dodecandico (ac. laurico)

100 200 250

Espectro 41: Espectro de massas do éster metilico do acido tetradecandico (ac. miristico)
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Espectro 42: Espectro de massas do éster metilico do acido hexadecandico (ac. palmitico)

200 250

Espectro 43: Espectro de massas do éster metilico do acido octadecendico-9 (ac. oleico)
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Espectro 44: Espectro de massas do éster metilico do acido octadecanoico (ac. estearico)

Comparando o perfil de acidos graxos presentes no oleo de Serenoa repens
obtido do laboratério Herbarium, podemos observar que os mesmos encontram-se
presentes nos extratos obtidos das folhas de Copernicia cerifera.

Através de comparagao das informagdes (obtido da literatura) sobre a
composi¢cdo de acidos graxos do extrato padronizado de Serenoa repens, o
Permixon®, e o extrato obtido da Herbarium, podemos observar neste ultimo a
auséncia do acido linoleico (acido 9,12-octadecadiendico), que também se encontra
presente na palmeira brasileira estudada nesse trabalho. O &cido tetracosandico
encontra-se presente somente nas folhas de C. cerifera.

Um estudo realizado com o Permixon® avaliou a capacidade dos acidos
graxos de cadeia longa presentes nesse extrato de inibir as isoformas 1 e 2 da
enzima Sa-redutase, o principal alvo no tratamento da hiperplasia prostatica benigna

(HPB). Neste estudo foi observado que os acidos oléico e linoleico sdo capazes de
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inibir a isoforma 1 da enzima, enquanto o acido miristico € capaz de inibir fortemente

a isoforma 2. O acido laurico é capaz de inibir as duas isoformas da enzima. No

entanto, os acidos palmitico e estearico foram inativos tanto para a isoforma 1

quanto para a 2 da enzima 5a-redutase (RAYNAUD et al, 2002).

Por meio da analise dos dados obtidos, tanto de maneira experimental quanto

através da literatura, pode-se ter um indicativo de que os extratos apolares obtidos

das folhas de Copernicia cerifera possam ter algum potencial terapéutico para o

tratamento da HPB. Isto porque possui os acidos graxos capazes de inibir a isoforma

1 da enzima 5a-redutase. No entanto, sdo necessarios estudos mais profundos,

inclusive estudos toxicolégicos que possam verificar a inocuidade desses extratos

quando utilizados pelo homem.

Tabela 10 — Comparacéao entre a composigédo de acidos graxos do 6leo comercial de Serenoa
repens e aquela encontrada nas folhas e frutos de C. cerifera.

o S.repens | S.repens | C. cerifera | C. cerifera
Acidos graxos - .
Herbarium | Permixon® folhas frutos
Ac. decandico (ac. caprico)
Ac. dodecandico (ac. laurico) X X
Ac. tetradecandico (ac. miristico) X X
Ac. hexadecanoico
. o X X ) X
(ac. palmitico)
Ac. hexadecendico-9
(ac. palmitoleico)
Ac. octadecandico (ac. estearico) X X X X
Ac. octadecendico-9 (ac. oléico) X X X
Ac. 9,12-octadecadiendico « «
(ac. linoleico)
Ac. tetracosanoico X
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5- Discussao dos Perfis de Fragmentacao das Séries de

Substancias Identificadas em C. cerifera

Perfil de fragmentacao de hidrocarbonetos de cadeia longa

O pico do ion molecular de um hidrocarboneto linear saturado aparece
sempre, embora com baixa intensidade, em substéncias de cadeia longa. A
sequéncia de fragmentagao € caracterizada por aglomerados de picos afastados uns
dos outros por 14 unidades de massa (CHz). O maior pico em cada aglomerado
corresponde a um fragmento C,Hzn+1, qQue ocorre em massa m/z = 14 1 € €
geralmente acompanhado por fragmentos C,H2, e C,Hzn.1. Os picos mais intensos
ocorrem em C3 e C4 € suas intensidades diminuem suavemente até M-C,Hs. O pico
de perda de metila € normalmente fraco ou inexistente. As substancias contendo oito
ou mais atomos de carbono mostram espectros muito semelhantes e a identificagcao
depende fundamentalmente do ion molecular.

Os espectros dos hidrocarbonetos saturados ramificados sdo semelhantes
aos de cadeia linear, porém a diminuicdo progressiva das intensidades dos
aglomerados € perturbada pelas fragmentagdes preferenciais correspondentes a

cada ramificagao.

n-hexadecano
CH;3(CH2)14CH;
i ’ P.M. 226

|

[
J |'] |‘ l Cq Ca Co Cio Cn Ci2 Cis Cis Cis
] | L 11} 1| N

. i o + " 4
™ D0 LG T T L UL L L LU RN AL L TTITIT AT I T IFIT.‘Hr‘||_‘.[|?.T
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Figura 14; Exemplo de perfil de fragmentacéo de um hidrocarboneto de cadeia longa
Perfil de fragmentacao de acidos carboxilicos alifaticos
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O pico do ion molecular dos acidos monocarboxilicos lineares é fraco, porém
pode ser geralmente observado. O pico mais caracteristico (que € algumas vezes o
pico base) ocorre em m/z 60 e € devido ao rearranjo de McLafferty. A ramificagdo no

carbono a intensifica o fragmento.

-R,CH=CHR,

-

Rearranjo de McLafferty '
H 0.—H

O— |
) N
\cle \cle
R1 R1

R1=H m/z = 60

Figura 15: Rearranjo de McLafferty em acidos carboxilicos

Em acidos graxos de cadeia longa. O espectro mostra duas séries de picos
que resultam da quebra de cada ligagao C-C, com retencéo de carga pelo fragmento
contendo oxigénio (m/z 45, 59, 73, 87...) ou pelo fragmento alquila (m/z 29, 43, 57,
71, 85...). Além do pico de rearranjo de McLafferty, o espectro de um acido graxo de
cadeia longa assemelha-se as séries de aglomerados “hidrocarbénicos” a intervalos
de 14 unidades. Em cada aglomerado, entretanto, existe um pico intenso em C,Hy.
102. O acido hexadecandico (P.M. 116), por exemplo, fragmenta-se da seguinte

maneira:

91



RESULTADOS E DISCUSSAO

CH,(CH,),CO" (pequeno) 99

CH,(CH): 7

----------------------- 1 |
CH,(CH,); 43}
---------------- v |
CH,CHf 29| | I
Lo .
CH;—CH,—CH,—CH,—CH,—C—OH
| 45 CO,H*

Figura 16: Perfil de fragmentacao do acido hexadecanoico

Perfil de fragmentacao de ésteres de acidos carboxilicos alifaticos

O pico do ion molecular do éster metilico de um acido alifatico de cadeia
linear é, em geral, observado. Até mesmo os ésteres graxos mostram, geralmente,
um pico do ion molecular pouco intenso na faixa de massas entre m/z 130 e 200,
aproximadamente, tornando-se mais intenso acima desta regido. O pico mais
caracteristico € devido ao rearranjo de McLafferty, com quebra da ligagdo B em
relacdo ao grupo C=0. Assim, o éster metilico de um acido alifatico ndo ramificado
no carbono o da um pico intenso em m/z 74, o pico base dos ésteres metilicos de

cadeia linear na faixa de Cg a Cys. A estrutura do fragmento que retém a hidroxila e a
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do substituinte em o podem ser deduzidas, freqientemente, pela posicédo do pico

resultante desta quebra.

H .~
:(ﬁfJ '/ECHR?’
\ -R,CH=CHR
- O—C\C/I_lx/\(\CHR2 3 2
| \
R1
Rearranjo de McLafferty
*-H 0. —H
o0—C } - O_C\
e ~ C|:H _ AN (|3H
R1 R1

R1=H m/z =174

Figura 17: Rearranjo de McLafferty em ésteres de acidos carboxilicos

Quatro ions podem resultar da quebra da ligagdo em relagéo ao grupo C=0.

J’_
.+
|(l . | o
R— —O\ e ~
+
O
|| ! R +
wcto | —= ro=0' o [or]

Figura 18: ions resultantes da ligagéo o em relagdo o grupo C=0

93



RESULTADOS E DISCUSSAO

O ion R" é intenso nos éteres de cadeia curta, mas diminui de intensidade
rapidamente com o aumento da cadeia, sendo dificimente perceptivel ja no
hexanoato de metila. O fon R-C=0" & caracteristico dos ésteres. No caso dos
esteres metilicos ele é observado em M-31, e € o pico base do acetato de metila.

A sequéncia de fragmentacdo dos ésteres metilicos de acidos de cadeia
linear, por exemplo, pode ser descrita de maneira analoga a utilizada para os acidos
lineares correspondentes. A quebra sucessiva das ligagdes C-C da origem a ions
alquilas (m/z 29, 43, 57,...) e a ions contendo oxigénio, C,H2,.102" (m/z 59, 73,
87,...). Aparecem, assim, aglomerados hidrocarbonicos em intervalos de 14
unidades de massa e em cada um deles existe um pico (C,H2,-10>) intenso. O pico
(m/z 87), que corresponde formalmente ao ion [CH,CH,COOCH;]" ¢ sempre mais

intenso do que seus analogos, e a razao disto ndo é tao obvia.

Perfil de fragmentacao de ésteres de acidos aromaticos

O pico do ion molecular dos ésteres metilicos dos acidos aromaticos é
intenso. Com o aumento do tamanho da porg¢ao alquila, a intensidade do pico do ion
molecular diminuiu rapidamente, tornando-se praticamente nula acima de Cs. O pico
base resulta na eliminacdo de ‘OR, enquanto que a eliminacdo de ‘COOR contribui
para um outro pico intenso. Em ésteres metilicos estes picos ocorrem a M-31 e M-

59, respectivamente.
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S N

)i N
Ar—Cics _CH, AN O

M-31 M-59

Figura 19: Fragmentac&o com perda de M-31 e M-59

Estas duas fragmentagbes explicam os picos mais intensos encontrados

nesse grupo de substancias
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Il - ENSAIOS FARMACOLOGICOS

Frente a inexisténcia de informacdes na literatura relacionadas com o estudo
farmacoldgico das folhas e frutos de Copernicia cerifera, foram realizados ensaios
farmacoldgicos no intuito de avaliar a presenga ou ndo de extratos com atividade

antioxidante, analgésica, antiinflamatéria e antimicrobiana.

1 — Ensaio Quimico

Determinacao da Atividade Antioxidante dos extratos de C. cerifera

O ensaio da atividade antioxidante (AAQO) pelo método quimico do DPPH (2,2-
difenil-1-picrilidralazila) € um procedimento de rotina realizado no laboratério do Prof.
Dr. Fabio de Sousa Menezes. Nesse ensaio foram testados os extratos etandlicos de
folhas (EEFO), frutos (EEFR) e casca (EECA) de C. cerifera. Como controle positivo
foram utilizados uma solugao padrao de rutina e uma solugao etandlica de extrato de
Gingko biloba EGb 761 (EEGB), tratados da mesma forma que as amostras citadas.
Todos os testes foram realizados em triplicata, com um n igual a trés (n=3), e os
resultados expressos como média do percentual da AAO (%AAOM). Os valores de
CEso (concentragao necessaria para se obter metade do efeito antioxidante maximo,
estimado em 100%) foram obtidos por regresséo logaritimica, com coeficientes de
determinagao r* > 0,88. O tratamento estatistico dos dados de trés testes separados
(ANOVA) evidenciou que estes séo estatisticamente equivalentes (p = 0,05). Todos
os extratos etandlicos de C. cerifera testados pelo método quimico apresentaram %
AAOM superior ao resultado do padréo de rutina e ligeiramente menor que o do G.

biloba na maior concentracao testada. Dentre todos os extratos testados, o de folhas
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foi o que apresentou o maior percentual de AAO na concentracdo de 250 ug/ml. O
extrato etandlico das cascas de C. cerifera foi o que apresentou menor AAOM dentre
todos os trés extratos testados, porém a maior concentracdo testada ainda se
equipara ao % AAO do padrdo de rutina. E importante verificar ainda que a CEs
para o extrato etandlico das cascas foi cerca de 6 vezes maior que o resultado
observado para a solugao de rutina, e cerca de 2 vezes para os extratos de folhas e
frutos. Todos os extratos de C. cerifera testados apresentaram valor de CEsg menor
do que o valor apresentado para o extrato de G. biloba, tendo sido o extrato das
folhas da palmeira aproximadamente trés vezes mais potente que esse primeiro

(Tabela 11; Graficos 1 e 2, pag 98).

Tabela 11: Percentual médio das atividades antioxidantes (% AAOM) dos extratos
etandlicos de folhas (EEFO), frutos (EEFR) e cascas (EECA) de C. cerifera, solugao
etandlica do extrato de G. biloba EGb 761(EEGB) e do padrao de rutina e seus valores de
CE50.

Concentracéao % AAOM * DP
dos extratos
(ng/ml) EEFO EEFR EECA Rutina EEGB
250 93,02+0,34 | 90,44 +0,81 | 91,47 +0,46 | 85,38+ 0,11 | 95,23+ 0,43
125 92,05+0,48 | 88,59+1,83 | 87,90 +0,14 | 85,33 +£0,85 | 90,07 + 0,82
50 90,60+ 0,84 | 86,16 +0,51 | 54,92+ 0,87 | 85,11+ 0,01 | 57,02 £ 0,55
25 67,96 £ 3,61 | 65,77 +1,38 | 33,22+ 0,41 | 82,94 + 0,11 | 28,14 £+ 1,37
10 43,64 +£ 10,03 | 32,07 +1,43 | 1499+ 1,51 | 58,35+0,39 | 10,03 + 3,25
5 23,36 +1,22 | 28,05+1,41 | 7,20+1,54 | 30,61+1,89 | 4,57 +1,51
CEs 13,06 15,28 37,99 6,71 38,58

Os resultados obtidos para os extratos de C. cerifera, quando comparados

com aqueles observados para o extrato de Ginkgo biloba (Tanakan® liquido, que
corresponde ao extrato padronizado de Gingko biloba EgB 761), demonstraram que
os mesmos foram superiores aqueles encontrados para o G. biloba, sobretudo no

que se refere a poténcia desses extratos, expressos em valores de CExso.
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Atividade Antioxidante de Extratos de C. cerifera

x

EEFO CEso = 13,06 pg/mL

*

EEFR CEso = 15,28 pg/mL

>

EECA CEs = 37,99 pg/mL

X

Rutina cg,, = 6,71 ugimL

* EEGB ¢g, - 38 58 ugimL

50 100 150 200 250
Concentragao da Amostra (ng/mL)

Atividade Antioxidante (AAO) de Extratos de C. cerifera

250 pg/mi
125 pg/ml
50 pg/ml
25 pg/ml
10 pg/mi
5 pg/ml

Grafico 2: Percentual médio da atividade antioxidante (% AAOM) versus
concentragcao das amostras dos extratos testados de C. cerifera, G. biloba e rutina

testados. Representagao por barras. 03
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Observando o grafico representado em forma de barras, pode-se ter uma
visdo melhor dos perfis de % de AAOM dos extratos testados, uma vez que o grafico
representado por curvas apresentou linhas sobrepostas. Pode-se observar que a
atividade anti-radical livre in vitro da rutina se apresenta um pouco diferente das
demais, uma vez que diferentes concentragdes apresentam % de AAO muito
semelhantes. Também apresenta o menor valor de CEs, 0 que a torna um
antioxidante neste teste mais potente que os extratos utilizados. Depois da rutina, o
extrato testado que apresentou menor valor de CEsg foi o extrato etandlico de folhas
de C. cerifera. Seu valor de CEsp foi praticamente o dobro do padrao de rutina, e
neste teste pode-se afirmar que este extrato apresenta metade da poténcia
apresentada pelo padrao testado. De todos os extratos testados, o que apresentou
menor poténcia foi o extrato etandlico das cascas de C. cerifera, que se mostrou
cerca de 6 vezes menos potente que o padrao de rutina, porém sua poténcia pode
ser comparada aquela encontrada para o extrato de G. biloba. Importante ressaltar
que todos os extratos de C. cerifera testados apresentaram-se mais potentes que o
padrao de G. biloba testado. No entanto, no que se refere ao efeito relacionado com
as maiores doses, todos os extratos sdo equiparaveis aos dois padroes de
antioxidantes testados. Com isso, podemos sugerir que os extratos etandlicos de C.
cerifera possuem substancias antioxidantes em seus constituintes. A exemplo da
atividade bastante elevada observada para EEFO, pode-se sugerir que esse extrato
foi muito antioxidante. Isto ocorreu provavelmente, devido a presenga de substancias
encontradas na particdo em acetato de etila, que sédo derivadas do acido galico (Ce-
C4) e derivadas do acido cindmico (Cs-C3). Essas substancias, que foram
identificadas com as hidroxilas metiladas, poderiam estar na planta com as hidroxilas

livres, e dessa maneira seriam capazes de doar um radical hidrogénio para a
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molécula de DPPH, o que justificaria o resultado encontrado. Esses extratos
merecem ter, posteriormente, suas fragdes resolvidas, a fim de tentar identificar
quais possiveis grupos de substancias possam estar exercendo esses efeitos nos

extratos estudados.

2 — Ensaios Biolégicos

Avaliagao da Atividade Antioxidante dos Extratos

de C. cerifera in vivo

As células de S. cerevisiae foram crescidas em meio YPD 2% (2% de glicose;
1% de extrato de levedo; 2% de peptona), a 28°C/160 rpm, em fracos coOnicos
contendo 20% do seu volume preenchido com o meio. As células foram coletadas
com uma concentragcdo de 0,5 — 1,0 mg (peso seco)/ml e re-inoculadas em meio
fresco contendo somente a droga (nesse caso, o peroxido de tert-butila) ou droga
juntamente com o extrato (na concentracdo final de 5 mg/ml de meio). A
concentragéo inicial de células em todas as condi¢des foi de 0,1 mg/ml e os cultivos
permaneciam a 28°C/160 rpm em frascos cobertos com papel laminado. Apds 3,5 ou
17 h de incubacdo, determinou-se a tolerancia celular por plagueamento em meio
YPD 2% solido. As colbnias foram contadas apds 72 h de crescimento a 28°C e os
resultados expressos como a porcentagem de sobrevivéncia calculada em relagao
ao cultivo que nao recebia nenhuma droga (controle). O extrato de G. biloba utilizado
como padrdo antioxidante ndao demonstrou protecdo neste teste, ndo havendo

percentual de sobrevivéncia nos dois tempos testados para as células de S.
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cerevisiae. Neste ensaio foram testados os extratos etandlicos de folhas e frutos de
C. cerifera (Tabela 12 e Grafico 3).

Com relagdo a atividade antioxidante, os dois extratos etandlicos totais
testados apresentaram os seguintes resultados, como pode ser visto na tabela a

sequir:

Tabela 12: Percentuais de sobrevivéncia der células de Sacaromyces cerevisiae relacionados a
atividade antioxidante dos extratos etandlicos de folhas (EEFQO) e frutos de carnauba (EEFR).

Tempo de Controle Droga Droga + Extrato
Extrato | incubacéao —— — —
(h) mg Sobrevivéncia mg Sobrevivéncia mg Sobrevivéncia
cel./ml (%) cel./ml (%) cel./ml (%)
3,5 - - - - - -
Folhas
17 2,88 100 0,11 0 0,56 11,5
3,5 0,45 100 0,10 0 0,41 33
Frutos
17 2,8 100 0,10 0 0,5 6,6
Atividade Antioxidante de Extratos de C. cerifera sobre células
de S. cerevisae
100 o Droga
© m Droga + Extrato
'O 80
<§ O Controle Positivo
E 60
e}
[}
(7] 40
o
T
X

Controle Positivo
Droga + Extrato

3,5h Droga

17 h 3,5h
Frutos Folhas

17 h

Grafico 3: Atividade antioxidante, expressa em percentual de
sobrevivéncia, dos extratos etandlicos de frutos e folhas de C. cerifera.
ND = ndo determinado
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Através da observagdo dos valores plotados nos graficos, onde séao
expressos os percentuais de sobrevivéncia das células de S. cerevisiae, pode-se
verificar a acdo dos extratos etandlicos de frutos e folhas de C. cerifera na protecao
dessas mesmas células. A atividade antioxidante sobre as células de S. cerevisae
nao foi determinada (ND) para o extrato etandlico de folhas no tempo de 3,5 horas.
Para o tempo de 17 horas, foi determinado um percentual de sobrevivéncia de
11,5%. A respeito dos frutos de C. cerifera, pode-se verificar que os extratos de
frutos apresentaram atividade antioxidante nos dois tempos testados. Nesse caso, o
tempo de 3,5 horas apresentou resultado melhor que o tempo de 17 horas. Este
resultado pode se dar provavelmente pelo fato de que, no decorrer do tempo do
experimento, estejam sendo consumidas as substancias que possam estar atuando
como antioxidante. Uma vez consumidas as substéncias com atividade antioxidante,
0 agente quimico responsavel pelos danos celulares na cepa de fungo utilizada no
experimento atuariam novamente sobre as células. Isto justificaria a diminuigdo do
percentual de sobrevivéncia, em relagdo aquela contada com 3,5 hs.

Comparando os extratos de folhas e frutos, pode-se verificar que o extrato
das folhas, no tempo de 17 horas de experimento, apresentou resultado superior
aquele apresentado pelos frutos, sendo o primeiro cerca de 1,7 vezes maior que o
segundo. Pode-se sugerir entdo, que esse perfil de resultado seja repetido para os
extratos testados de folhas e frutos no tempo de 3,5 horas (o percentual de
sobrevivéncia das células para o extrato de folhas no tempo de 3,5 horas nao foi
determinado experimentalmente). Da mesma forma pode-se sugerir que o extrato de
folhas apresente resultado de percentual de sobrevivéncia das células maior para o
tempo de 3,5 horas que aquele encontrado para o tempo de 17 horas, tal como

ocorreu com o extrato dos frutos.
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No entanto, é dificii a comparacdo entre as metodologias dos ensaios
quimicos e com células, uma vez que os resultados apresentados no ensaio quimico
sdo bem semelhantes para os dois extratos, sobretudo no valor de CE5p encontrado.
Isso sugere claramente que os mecanismos de acédo antioxidantes nos dois testes

sao diferentes.

Avaliagao da Atividade Analgésica dos Extratos de C. cerifera

e Placa Quente ou “Hot Plate”

Para a avaliagdo da atividade analgésica utilizando o teste da placa quente,
foram utilizados 5 camundongos, os quais foram tratados com as solugdes dos
extratos brutos hexanicos dos frutos (EHFR) e folhas (EHFO) e os extratos etandlico
(EEFO) e butandlico de folhas (EBFO), todos eles na dose de 100mg/kg. Para
avaliar a atividade dos extratos foi medido o tempo que o0s animais permaneciam
sobre a chapa quente na temperatura de (55 = 1)°C, até reagirem ao estimulo
térmico. O tempo de cut off estabelecido para este teste € de 30 segundos, e se
refere ao tempo maximo no qual o animal pode permanecer sobre a chapa quente,
sem causar danos e lesbes nos tecidos das patas. O fentanil € um analgésico
opidide utilizado na dor aguda e também em casos de anestesia, e neste
experimento foi utilizado como controle positivo. PBS e DMSO 20% sao utilizados
como diluente e solvente, respectivamente.

Para avaliar o efeito dos extratos de C. cerifera, deve-se comparar 0s
resultados com aqueles observados para o fentanil na dose de 0,3 mg/kg, utilizado
como controle positivo. A Tabela 13, pag. 104, mostra os valores médios, em
segundos, com seus respectivos desvios padrao. A seguir, tem-se o Gréfico 4, pag.

104, onde é possivel visualizar os efeitos dos extratos ao longo do tempo do teste.
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Os valores de tempo negativos referem-se ao tempo anterior a administragao dos
extratos.

De todos os extratos testados, apenas os extratos etandlico de folhas e
hexanico de frutos apresentaram discreta atividade analgésica 30 minutos apds sua
administracdo. Para o extrato etandlico de folhas, seu efeito maximo se deu 60
minutos apos sua administracdo. Ao fim do experimento, os valores dos tempos de
reacao retornaram aqueles observados no inicio do experimento (Tabela 13; Grafico
4).

Tabela 13: Efeito dos extratos EBFO, EEFO, EHFO e EHFR de C. cerifera, na dose de 100 mg/kg,

sobre o tempo de reacao (em segundos) no teste da placa quente. Valores expressos como meédia +
desvio padrao (n = 5).

Fentanil EBFO
0,3 mg/mkg 100mg/kg
(s) (s)

Tempo PBS DMSO 20%
(minutos) | (segundos) | (segundos)

EEFO EHFO EHFR
100mg/kg (s) | 100mg/kg (s) | 100mg/kg (s)

- 60 10,49 £ 0,91 969+0,51 | 10,37+0,70 | 10,51 £ 0,56 10,90 £ 0,72 9,19+ 1,13 12,08 £ 0,24

-30 11,84 £0,67 | 11,90+040 | 10,47+0,97 | 10,67 + 0,47 10,55 £ 1,02 8,95+ 0,90 11,25+ 0,63

30 12,20+0,68 | 11,86+0,59 | 29,35+0,38 | 11,21+ 1,11 15,09 £ 0,63 9,94 + 1,44 16,46 £ 0,48
60 12,20 £ 0,99 12,64+ 0,51 | 27,86+1,30 | 11,40+ 1,39 16,75 + 0,41 10,75+ 0,84 15,03 £ 0,38
90 1247 +130 | 11,85+0,59 | 16,01 +1,19 | 11,83 +0,93 12,18 £ 1,06 10,91 £ 0,71 12,62 + 0,31

120 1251+0,56 | 11,46+0,85 | 16,18+1,40 | 9,86+0,22 10,90 £ 0,55 10,39 £ 0,64 10,31 £ 0,45

Teste da Placa Quente ou Hot Plate

—— PBS
40 1 —=— DMSO 20%
35 | Fentanil 0,3 mg/kg
—— EBFO
30 | -+ EEFO
= ——EHFO
g 25 — EHFR
©
e
o 20
o
2 15 - A
g T — :
- 10 | M
5 |
O T T T T T T T 1
-90 -60 -30 0 30 60 90 120 150

Tempo (minutos)

Grafico 4: Efeitos dos extratos de C. cerifera, na dose de 100 mg/kg,

sobre o tempo de reacao no teste da placa quente 104
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° Retirada da Cauda ou “Tail Flick”

Para a avaliagdo da atividade analgésica utilizando o teste da retirada da
cauda, foram utilizados 5 camundongos, os quais foram tratados com as solugdes
dos extratos brutos hexanicos dos frutos (EHFR) e folhas (EHFO) e os extratos
etandlico (EEFO) e butandlico de folhas (EBFO), todos eles na dose de 100mg/kg.
Para avaliar a atividade dos extratos foi medido o tempo que os animais levaram
para tirar a cauda do banho a (50 + 1)°C. Os limiares de respostas ao teste foram
normatizados através do indice de antinocicep¢do da retirada da cauda (IARC). O
fentanil € um analgésico opioide utilizado na dor aguda e também em casos de
anestesia, também é utilizado neste experimento como controle positivo. PBS e
DMSO 20% também sao utilizados como diluente e solvente nos extratos testados,
respectivamente. Os extratos etandlico de folhas (EEFO) e hexénico de frutos
(EHFR) foram os extratos que apresentaram maior atividade nesse teste (Tabela 14;
Grafico 5, pag. 106). Os extratos butandlico e hexanico de folhas (EBFO e EHFO)

nao apresentaram resultados relevantes nesse teste.

Tabela 14: Efeito dos extratos EBFO, EEFO, EHFO e EHFR de C. cerifera, na dose de 100 mg/kg,
sobre o tempo de retirada da cauda (em segundos) no e valores de IARC. Valores expressos como
média * desvio padrao (n = 5). *p<0,05 (teste T de Student)

Tempo PBS DMSO 20% | g‘;‘:;‘:::(g 10%Bm';c/’kg EEFO EHFO EHFR
(minutos) | (segundos) | (segundos) ’ (s) (s) 100mg/kg (s) | 100mg/kg (s) | 100mg/kg (s)
-40 3,02 + 0,06 3,04 £ 0,10 3,33+0,15 3,03 £ 0,60 3,04 £ 0,54 3,20 £ 0,21 3,10+ 0,45
-20 2,96 £ 0,12 3,14 £ 0,10 3,16 £ 0,10 3,07 £ 0,40 3,10 £ 0,08 3,10+ 0,35 3,20 + 0,31
20 2,97 + 0,066 2,98 £0,12 7,50 £ 0,24 3,27 £ 0,16 6,09 + 0,56 3,30 £ 0,04 6,04 £ 0,12
40 3,02+0,14 2,78 +£0,12 11,03 £ 0,24 3,43+0,24 7,50+ 0,75 3,34 £ 0,57 6,00 £ 0,34
60 2,78+ 0,17 3,30+ 0,60 9,95 + 0,26 3,40+ 0,14 7,78 £ 0,31 3,41 +0,86 5,60 + 0,05
80 3,00+ 0,13 3,00+0,12 8,55+0,12 3,49+0,19 5,40 + 0,09 2,99 + 0,41 5,50 + 0,80
100 3,06+0,211 | 2,98+0,14 479+0,38 | 294+ 0,09 | 4,86+0,046 2,98 + 0,09 3,10+ 0,35
120 2,72 + 0,860 3,14 +£0,10 3,29+0,16 2,94 +0,10 3,54 +0,12 2,87+ 0,16 2,99 + 0,04
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Teste de Retirada da Calda ou Tail Flick
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Grafico 5: Efeitos dos extratos de C. cerifera, na dose de 100 mg/kg,
sobre o tempo de reacéo no teste de retirada da cauda.

e Contorgdes Induzidas por Acido Acético

Administrou-se por via oral as solugdes dos extratos etandlico de folhas (EEFO)
e hexanico de frutos (EHFR) na dose de 100 mg/kg. Apds a administragdo do acido
aceético por via intraperitoneal, contou-se o numero de contor¢gdes. Observou-se que
os dois extratos testados na dose de 100 mg/kg obtiveram resultados semelhantes
com aquele obtido para a indometacina na dose de 10 mg/kg. Apesar da dose
utilizada dos extratos ser de 10 vezes maior que aquela utilizada para o padrao (a
indometacina), pode-se dizer que os resultados foram bastante significativos no

modelo de analgesia utilizado para esse teste.
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Os valores estdao apresentados na tabela a seguir, e através do grafico é

possivel visualizar os efeitos dos extratos testados (Tabela 15; Grafico 6)

Tabela 15: Efeito dos extratos de C. cerifera na dose de 100 mg/kg sobre o tempo de reagao (em
segundos) no teste das contorgbes abdominais. Os valores foram expressos em média + desvio

padrao (n=7).

* p< 0,0001 (teste t de Student)

Controles/Extratos PBS DMSO 20% Indometacina EEFO EHFR
(segundos) (segundos) 10 mg/mkg 100mg/kg 100mg/kg
N° de Contorgdes 59,14 + 1,18 54,14 + 1,16 247 +1,18 22,6 + 0,60 26,30 + 0,90
% de inibigao - 0 58,23 61,78 55,53
Teste das Contor¢goes Abdominais
75 - B PBS
B DMSO 20%
» B Indometacina 10 mg/kg
1)
£ OEEFO
g 50 -
o OEHFR
2
<
(73]
)]
10
O
b T
S 254 _ *
: ==
o
(3)
[*)
T
(=]
Z
O -

Grafico 6: Efeitos dos extratos de C. cerifera, na dose de 100 mg/kg, sobre

0 numero de contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético
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o Teste da Formalina

Os animais foram tratados com as solugdes dos extratos brutos hexanicos dos
frutos (EHFR) e folhas (EHFO) e os extratos etandlico (EEFO) e butandlico de folhas
(EBFO) de C. cerifera, todos na dose de 100mg/kg. Administrou-se formalina, em
injecdo via subplantar, em uma das patas traseiras do camundongo e mediu-se
entdo o tempo no qual o animal permaneceu lambendo a pata durante os primeiros
5 minutos, também conhecidos como Fase | ou neurogénica e no intervalo de 15 a
30 minutos, conhecido como Fase Il ou tardia. O fentanil na dose de 0,3 mg/kg foi
utiizado como analgésico, e a indometacina na dose de 10 mg/kg como
antiinflamatario.

De todas as substancias testadas, pode-se verificar que o fentanil, utilizado
como padrdo analgésico, foi aquele que mostrou melhor resposta.
Comparativamente, a indometacina, utilizada como padrdo antiinflamatorio,
apresentou resultado de redugdo do tempo de reagao de 16,67% (tendo o valor de
100% aquele encontrado para o PBS). Este valor foi inferior ao do fentanil, que
apresentou uma reducio do tempo de reagao de 64,41 % nessa fase. Isto pode ser
explicado pelo fato do efeito antiinflamatério “levar mais tempo para se apresentar”
do que o efeito analgésico, que neste caso se da através do bloqueio dos receptores
opioides, ao contrario da indometacina, que se da através do bloqueio enzimatico da
ciclooxigenase, dentre outros mecanismos.

Comparando os efeitos dos extratos testados de C. cerifera na Fase | do teste
da formalina, o extrato etandlico de folhas foi aquele que apresentou o melhor
resultado, estando seu efeito compreendido entre aqueles encontrados para o
fentanil e a indometacina, que foi de 35,43%. Pode-se entdo sugerir que o extrato

etandlico de folhas possa estar atuando sobre os nociceptores localizados na pata
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traseira dos animais em teste. O extrato hexanico dos frutos apresentou resultado
semelhante ao da indometacina nessa fase, que foi de 18,28% para o extrato. Os
demais extratos testados nao apresentaram resultados relevantes nesta fase do
teste, sendo seus resultados semelhantes aqueles apresentados para o PBS e o

DMSO 20% (Tabela 16; Grafico 7).

Tabela 16: Efeito dos extratos de C. cerifera na dose de 100 mg/kg sobre o tempo de reagcado (em
segundos) no teste da formalina Fases | e Il. Os valores foram expressos em média + desvio
padrao (n=5).

* p< 0,05 (teste T de Student)

., | Fentanil . EBFO EEFO EHFO EHFR
Fases (se;uBnSdos) g';";&gg s{‘; 0,3 :gdn‘:g‘,fnti;"(‘; 100mglkg | 100mglkg | 100mg/kg | 100mglkg
mg/mkg (s) (s) (s) (s) (s)
20,39 8667t | 5332¢t | 8494t | 67,48¢
| 82,58 +3,46 | 78,33 +2,00 Py 68,82 + 2,70 o e Vo o
1067 | 1055t | 895+ | 1125%
I 1172+248 | 1165256 | 71,32 1,75 | 61,33 2,02 il o o0 oo
= PBS
Teste da Formalina - Fase | 5 DMSO 20%

O Fentanil 0,3 mg/kg
O Indometacina 10 mg/kg
100 1 O EBFO
T @ EEFO
mEHFO
B EHFR

-

75 A

=

50 4

Tempo de Reagao (segundos)

25 4

Grafico 7: Efeitos dos extratos de C. cerifera, na dose de 100 mg/kg,
sobre o tempo de reagao no teste da Formalina Fase |I.
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Analisando os resultados obtidos para a Fase |l do teste da formalina, a
indometacina apresentou o melhor resultado entre as substancias testadas, como
era de se esperar. Nesta fase, o efeito antiinflamatério se sobrepbe ao efeito
analgésico do opidide (fentanil) utilizado como padrédo, porém de maneira mais
discreta que aquele apresentado na primeira fase. Nesta fase, o extrato etandlico de
folhas também foi aquele que apresentou melhor resposta dos extratos testados,
seguido do extrato hexanico dos frutos. No entanto, estes resultados foram
comparativamente menores que aqueles apresentados na Fase | do teste. Tomando
como base os resultados encontrado para o PBS (utilizado como veiculo), pode-se
dizer que a indometacina apresentou uma reducéo de resposta de 47,68%, o fentanil
de 39,15% e uma discreta redugado de resposta de 18,76% para o extrato etandlico
de folhas e 11% para o extrato hexanico dos frutos. Os demais extratos nao

apresentaram resultados positivos (Tabela 16, pag 109; Grafico 8).

m PBS
Teste da Formalina - Fase Il 5 DMSO 20%

O Fentanil 0,3 mg/kg
O Indometacina

0O EBFO
1601 = EEFO
m EHFO
1401 mEHFR

_.
N
o
—t—
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o

o
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80 1
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HH

60

40 ~

Tempo de Reagao (segundos)
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Grafico 8: Efeitos dos extratos de C. cerifera, na dose de 100 mg/kg,
sobre o tempo de reacao no teste da Formalina Fase Il.
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Avaliagao da Atividade Antiinflamatoéria dos

Extratos de C. cerifera

e Edema de Orelha

No teste do edema de orelha, os camundongos foram tratados com as solugdes
dos extratos brutos hexéanicos de frutos (EHFR) e folhas (EHFO) e os extratos
etandlico (EEFO) e butandlico de folhas (EBFO) de C. cerifera, todos elas na dose
de 100mg/kg, por via oral. Cada animal recebeu, na superficie interna da orelha,
uma solugao de 6leo de croton. Os animais foram sacrificados para a remocéao de
discos de cada orelha, os quais foram pesados para calculo de diferenca de peso
entre as orelhas.

Através da analise dos dados obtidos através das medigdes dos discos, pode-
se verificar que a dexametasona, utilizada como padrdao de antiinflamatério
esteroidico, apresentou o melhor resultado, como era de se esperar. Seguido da
dexametasona, obteve-se melhor resultado com a indometacina, utilizada como
padrdao antiinflamatério ndo esteroidico. Comparando os resultados dos extratos
testados com os padrées utilizados, pode-sses verificar que o extrato etandlico das
folhas foi aquele obteve o melhor resultado, seguido de uma discreta atividade para
o extrato hexanico dos frutos. Tomando como sendo 100% o valor médio do
resultado obtido com o PBS, o extrato etandlico das folhas apresentou uma redugao
de cerca de 37,2% no edema de orelha dos animais tratados com esse extrato. Para
0s animais tratados com o extrato hexanico dos frutos, essa reducao foi de cerca de
15,6 %. Os demais extratos ndo apresentaram efeito sobre a reducdo do edema de
orelhas dos animais tratados com os extratos neste ensaio (Tabela 17, pag. 112;

Grafico 9, pag. 112).
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Tabela 17: Efeito dos extratos de C. cerifera na dose de 100 mg/kg sobre edema de orelha,
na dose de 100 mg/kg de extrato. Os valores foram expressos em média + desvio padrao

(n=5).
* p< 0,05 (teste t de Student)
Indometacina EBFO EEFO EHFO EHFR
PBS (mg) DMf’n?JO% Dixg';‘?:‘f;;’“ 10 mg/mkg | 100mg/kg | 100mg/kg | 100mg/kg | 100mglkg
’ (mg) (s) (s) (s) (s)
3,31+ 2,21+ 3,38+ 2,972 +
3,52+0,22 | 3,21+0,14 0,35+ 0,10 1,48 + 0,26 0.19 0.14 0.18 0.06
o PBS
Teste do Edema de Orelha 1 DMSO 20%
0 Dexametasona 0,5 mg/kg
O Indometacina 10 mg/kg
OEBFO
mEEFO
4 mEHFO
T mEHFR
L T T
T 1

w
I

Peso das orelhas (mg)
- N

HH

Grafico 9: Efeitos dos extratos de C. cerifera, na dose de 100 mg/kg,
sobre o edema de orelha induzido por éleo de créton.
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Avaliacao da Atividade Antimicrobiana dos Extratos de C. cerifera

Para a avaliagédo da atividade antimicrobiana (AAM) foram utilizadas as cepas
de bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923 (suscetivel a
oxacilina e penicilina) e Enterococcus faecalis ATCC 29212 e as Gram negativas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 (beta-
lactamase negativa) e o bacilo acido-resistente Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv
ATCC 27294. Foram empregadas as metodologias de microdiluigdo em caldo e de
Alamar Blue. Nessa ultima metodologia foi avaliada a atividade antimicrobiana sobre
micobactérias. Foram avaliados os extratos hexanico e etanodlico de folhas e frutos,

todos eles na concentragcéo de 100 pg/ml.

¢ Microdiluigao em Caldo: Utilizou-se o caldo Mueller-Hinton inoculado com as
cepas selecionadas para o teste. As solugdes dos extratos testados foram
adicionadas as placas contendo o meio de cultura ja inoculado, obtendo-se uma
concentragao de 100 ug/ml. Os resultados dos testes foram avaliados apds 24 horas

de inoculagéo (Tabela 18; Grafico 10, pag 114).

Tabela 18: Avaliagdo da inibigdo do crescimento microbiano das cepas incubadas com os
extratos hexanico (EHFR) e etandlico (EEFR) de frutos e hexanico de folhas (EHFO) para o
teste de microdiluicdo em caldo.

% de Inibigao
Microorganismo
Controle EHFR EEFR EHFO
P. aeruginosa 0% 47 61 26
S. aureus 0% 48 15 78
E. faecalis 0% 0 36 15
E. coli 0% 63 73 61
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Avaliacao da Atividade Antimicrobiana
de Extratos de C. cerifera

OEHFR
B EEFR
OEHFO
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Crescimento

20+

P. aeruginosa S. aureus E. faecalis E. coli

Grafico 10: Avaliacdo da atividade antimicrobiana (AAM) dos extratos de
C. cerifera. Percentuais de inibicdo de crescimento microbiano apés

incubacdo com os extratos hexanico (EHFR) e etandlico (EEFR) de frutos e
hexéanico de folhas (EHFO).

Pode-se observar através dos percentuais de inibicdo apresentados no
grafico anterior que os extratos testados de C. cerifera apresentam a capacidade de
inibir o crescimento microbiano de maneira relevante, dependendo do tipo de
microorganismo e do extrato a serem testados. Dentre todas as cepas testadas, a
que apresentou menor percentual de inibigdo do crescimento frente aos extratos foi
a cepa de E. faecalis. Neste caso, dos trés extratos testados, o unico que nao
apresentou nenhum percentual de inibicdo do crescimento microbiano foi o extrato
hexanico dos frutos. Os extratos etandlico de frutos e hexanico de folhas

apresentaram leve inibicdo do crescimento da cepa desta enterobactéria.
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Ao contrario do que foi observado com a cepa de E. faecalis, a cepa de E. coli
testada teve seu crescimento celular inibido de maneira significativa pelos trés
extratos testados. Dentre eles, o extrato etandlico dos frutos foi o que apresentou
maior capacidade antimicrobiana.

Para a cepa e P. aeruginosa testada, o extrato etandlico dos frutos foi o que
apresentou maior percentual de inibicdo, ao passo que o extrato hexanico de folhas
apresentou o menor resultado. No que se refere a cepa de S. aureus testada, e ao
contrario do que foi observado com a cepa de P. aeruginosa, o extrato etandlico dos
frutos apresentou o menor dos trés resultados, ao passo que o extrato hexanico das
folhnas apresentou o maior percentual de inibicdo de crescimento microbiano. O
percentual de inibicdo do extrato hexanico das folhas sobre o S. aureus foi o melhor

resultado dentre todas as cepas e extratos testados.

e Alamar Blue: Os extratos testados foram diluidos em DMSO e depois em 0,1
ml de 7H9 nas microplacas, obtendo-se uma concentragdo de 100ug/ml. Para este
teste, empregou-se a solugao de Alamar Blue nas placas e observou-se mudanga de
coloracéo do azul para o rosa. A MIC seria definida como a menor concentragao do
extrato capaz de evitar mudanga na coloragdo. Como resultado deste teste, a cepa
de M. tuberculosis Hz7Rv ATCC 27294 foi resistente a todos os extratos testados.
Para uma melhor avaliacdo desses resultados, seriam necessarios outros testes
utiizando esta mesma metodologia onde fossem testadas fragbes de diferentes
polaridades (fragdes mais purificadas) daquelas testadas para confirmar a
resisténcia desse microorganismo aos extratos em estudo. Uma vez que alguma
fragdo mais purificada venha a apresentar efeito inibitorio sobre o crescimento desta

micobactéria, poderemos sugerir que ha interagéo entre diferentes componentes dos
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extratos brutos que ndo permitem que este mesmo extrato possa exercer atividade
sobre as células microbianas testadas. Uma vez que o M. tuberculosis apresentasse
resisténcia as fracbes mais purificadas, poderiamos entdo sugerir a ndo atividade

destes extratos sobre o crescimento microbiano da cepa testada.
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CONCLUSOES

Sobre os resultados obtidos com o estudo fitoquimico dos extratos das folhas
e farmacologico com os extratos das folhas e frutos de C. cerifera pode-se concluir

que:

1. O estudo fitoquimico das folhas de carnauba, a saber os extratos hexanico
bruto e a fracdo em acetato de etila do extrato etandlico total, apresentaram
uma seérie de acidos graxos de cadeia longa. A série encontrada tem inicio no
acido hexadecanoico, também conhecido como acido palmitico (C+g) € por fim
no acido tetracosandico (C,4). Essas substancias foram identificadas na forma
de seus ésteres metilicos. Foi possivel também a identificacdo de um
sesquiterpeno, um diterpeno, derivados do acido benzdico e derivados aril-
propanoidicos. Isso evidencia um equilibrio entre derivados da via do acido
aceético e da via do acido chiquimico.

2. Foi identificada também uma série de hidrocarbonetos de cadeia longa,
iniciada pelo tricosano, um hidrocarboneto linear de cadeia longa de 23
carbonos, e por fim um hidrocarboneto de 31 carbonos, o untriacontano.

3. A presenca de substancias com efeitos antibacterianos também foi
encontrada nos extratos estudados, como por exemplo, o acido nonanedidico,
também conhecido como acido azelaico, que atualmente é bastante utilizado
em formulagdes manipuladas para o tratamento da acne.

4. Quanto a atividade antioxidante pelo teste quimico, o extrato etandlico das
folnas foi o que apresentou melhor atividade dentre todos os extratos

testados, sendo superior aquele encontrado para o Gingko biloba, porém
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inferior aquele encontrado para o padrao rutina, uma substancia pura com
reconhecida atividade antioxidante.

. Em relacdo a avaliacdo da atividade antioxidante pelo teste in vivo, onde foi
utiizada uma cepa de Saccharomyces cerevisiae, foi observado que, em
geral, o extrato hexanico das folhas foi o mais ativo dos extratos testados. O
extrato de G. biloba nado mostrou protecao nesse teste.

. Sobre a atividade analgésica apresentada pelos extratos de C. cerifera, os
extratos etandlico das folhas e hexanico dos frutos apresentaram resultados
superiores aos demais extratos, tanto para o teste da placa quente, quanto
para o teste de retirada da cauda. Neste ultimo teste, o extrato etandlico de
folhas apresentou resultado superior ao extrato hexanico dos frutos.

. No teste das contorcbes abdominais, todos os dois extratos testados
apresentaram resultados compativeis com aqueles observados para a
indometacina. No entanto, o extrato etandlico das folhas apresentou um
resultado discretamente superior aquele encontrado pela substancia padrao.

. Nos testes de atividade analgésica e antiinflamatoéria, novamente o extrato
etandlico das folhas apresentou o melhor resultado dentre todos os extratos
testados, tanto no teste da formalina (nas fases | e Il) quanto no teste do
edema de orelha.

. Na avaliagdo da atividade antimicrobiana, onde se avaliou o percentual de
inibicdo do crescimento de cepas bacterianas, os diferentes extratos
apresentaram diferentes resultados em fungédo da cepa testada. Para a cepa
de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC
29212 e Escherichia coli ATCC 25922 (beta-lactamase negativa) o extrato

etandlico dos frutos apresentou o melhor percentual de inibicdo de
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crescimento. Neste ultimo microorganismo, os demais extratos testados
(hexanico de frutos e folhas) também apresentaram bons resultados. Para o
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (suscetivel a oxacilina e penicilina) o
extrato hexanico das folhas apresentou perfil de inibicdo de crescimento
superior aos demais extratos.

10. Na avaliagcédo da atividade antimicrobiana em cepa de M. tuberculosis Hz7Rv
ATCC 27294, nenhum dos extratos testados apresentou resultado
significativo.

11.Por fim, conclui-se, a partir de todos os resultados obtidos, que os extratos de
C. cerifera e suas fragdes merecem atencao especial, sobretudo sob o ponto
de vista farmacoldgico, no sentido de tentar identificar quais as possiveis

substancias que poderiam estar agindo farmacologicamente.
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