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RESUMO

Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore é uma palmeira nativa do Brasil que agrega
valores tanto para a economia local quanto para a economia do pais. Dentre as varias
partes da planta, a cera epicuticular que recobre a superficie das folhas ¢ a principal
matéria prima utilizada na fabricagdo de cera, com utilizagdo em diversos sctores
industriais. Embora de ampla utilizagdo, ainda sao escassos estudos fitoquimicos ¢
biologicos sobre a espécie. Objetivou-se comparar dois tratamentos de remocgio da cera
epicuticular (CE), por cloroféormio (CHCIs) e por hexano (C¢Hi2), além de caracterizar a
fitoquimica e avaliar a atividade biologica de extratos alcoolicos e aquosos obtidos da
folha ¢ da cera epicuticular de folhas jovens (olho) ¢ maduras (palha) de C. prunifera.
As amostras foram coletadas no municipio de Caxingd, Piaui, Brasil. Para a
caracterizacdo fitoquimica foram utilizados testes qualitativos (fendis, taninos,
saponinas, a¢ucar redutor, acidos organicos, polissacarideos, alcaloides ¢ flavonoides) e
quantitativos (rendimento e fendlicos totais). Para a identificagdo dos principais
agrupamentos quimicos das amostras foi feita a Eletroquimica ¢ a Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier — FTIR. A avaliagdo da capacidade
antioxidante foi determinada pelo método 2.2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) - ABTS + ». O potencial citotoxico in viiro dos extratos da cera epicuticular
foi verificado em quatro linhagens tumorais e a analise da atividade hemolitica sobre
eritrocitos humanos. A observagio da eficiacia dos dois tratamentos foi realizada
utilizando microscopia eletronica de superficie (SEM). O rendimento percentual bruto
(RPB) do extrato aquoso da cera epicuticular das folhas maduras (EAFM) foi maior
(1,9%) em relagdo ao rendimento do extrato aquoso da cera epicuticular das folhas
jovens EAFJ (1,5%). As folhas tratadas com cloroférmio tiveram maior RPB do que as
folhas tratadas com hexano. O potencial hidrogenidnico (pH) dos extratos da CE foram
levemente acidos, 5.7 (EAFJ) e 6.0 (EAFM), assim como o extrato etandlico (4.7) e
metanolico (5.9) de folhas tradadas com cloroféormio, enquanto os demais extratos de
folhas de ambos os tratamentos apresentaram pH neutro. Taninos condensados,
saponinas ¢ agucares redutores alcaloides e flavonois foram detectados nos extratos de
folha ¢ de cera epicuticular. A analise de FTIR revelou a presenga de bandas associadas
a esses metabolitos. O conteudo de fendlicos totais dos extratos aquosos da cera foi
menor no EAFJ (56,48 + 21,91 mg EAG/g de extrato) do que o EAFM (158,52 + 39,27
mg EAG/g de extrato). A atividade antioxidante (AA) foi de 349 + 4.8 nge 100,3 £
15.2 pg para EAFJ e EAFM, respectivamente. Os extratos (aquoso, etandlico e
metanolico) de folhas maduras tratadas com cloroférmio tiveram AA maior quando
comparadas com folhas maduras tratadas com hexano. As folhas jovens tratadas com
hexano apresentaram AA mais eficiente. Os extratos aquosos da cera epicuticular
apresentaram citotoxidade para a linhagem de glioblastoma (SF-295), enquanto os
extratos de cera e de folhas tratadas com hexano apresentaram baixa toxicidade para
eritrocitos humanos. Os resultados obtidos demostram que além das aplicacdes
industriais, a cera epicuticular ¢ a folhas de C. prunifera apresentam grande potencial
biologico.

Palavras-Chave: ABTS. Atividade citotoxica. Atividade hemolitica. Carnatba. Cera
epicuticular. Folhas. FTIR.



ABSTRACT

Copernicia prunifera (Mill.) H. E. Moore is a native palm tree from Brazil that adds
values both for the local economy and country's economy. Among the various parts of
the plant, the epicuticular wax that covers the surface of the leaves is the main raw
material used in the manufacture of wax, used in various industrial sectors. Although
widely used, there are still few phytochemical and biological studies about the species.
The objective of this study was to compare two treatments for the removal of
epicuticular wax (EC), chloroform (CHCI3) and hexane (C6H12), and characterize
phytochemistry and evaluate the biological activity of aqueous, ethanolic and
methanolic extracts of leaves and epicuticular wax, both without treatment and
treatment of C. prumifera. The samples were collected in the city of Caxingd, Piaui,
Brazil. For the phytochemical characterization were used qualitative tests (phenols,
tannins, saponins, reducing sugar, organic acids, polysaccharides, alkaloids and
flavonoids) and quantitative (yield and total). For the identification of the main
chemical groupings of the samples, the electrochemistry and Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) were made. The evaluation of the antioxidant capacity was
determined by the 2,2-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic) - ABTS + » method.
The in vitro cytotoxic potential of the epicuticular wax extracts was verified in four
tumor lines and the biocompatibility was evaluated by analyzing the hemolytic activity
on human erythrocytes. The efficacy of the two treatments was observed using surface
electron microscopy (SEM). The crude percentage yield (RPB) of the aqueous extract of
the mature leaves epicuticular wax (EAFM) was higher (1.9%) than the aqueous extract
of the epicuticular wax of the young leaves EAFJ (1.5%). The leaves treated with
chloroform had higher RPB than leaves treated with hexane. The hydrogenation
potential (pH) of EC extracts were slightly acidic, 5.7 (EAFJ) and 6.0 (EAFM), as well
as ethanolic (4.7) and methanolic (5.9) extracts of green leaves treated with chloroform,
however all other extracts of the leaves of both treatments presented neutral pH.
Condensed tannins, saponins and alkaline reducing sugars and flavonols were detected
in leaf extracts and epicuticular wax. FTIR analysis revealed the presence of bands
associated with these metabolites. The total phenolic content of aqueous extracts of wax
was lower in EAFJ (56.48 = 21.91 mg EAG / g extract) than EAFM (158.52 =+ 39.27 mg
EAG / g extract). The antioxidant activity (AA) was 34.9 + 4.8 ng and 100.3 + 15.2 ug
for EAFJ and EAFM, respectively. The extractions (aqueous, ethanolic and methanolic)
of mature leaves treated with chloroform had higher AA when compared to mature
leaves treated with hexane. Young leaves treated with hexane showed more efficient.
Aqueous extracts of epicuticular wax showed cytotoxicity to the glioblastoma line (SF-
295), while extracts of wax and leaves treated with hexane showed low toxicity to
human erythrocytes. The results obtained show that in addition to the industrial
applications, the epicuticular wax and the leaves of C. prunifera present great biological
potential.

Keywords: ABTS. Cytotoxic activity. Hemolytic activity. Epicuticular wax. Carnauba.
Leaves. FTIR.
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1. APRESENTACAO

As plantas desempenham papel importante na descoberta de novos
medicamentos, com base nas suas propriedades naturais de atividade seletiva contra
alvos relacionados a diversas enfermidades (RUFINO et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2015). Aproximadamente 80% das pessoas nos paises em desenvolvimento ainda
dependem da medicina tradicional, pois utilizam principalmente espécies vegetais ¢
animais para seus cuidados primarios de satide (RUAS, 2014).

Os metabolitos secundarios sao compostos originarios do metabolismo vegetal
que auxiliam na manutengao, equilibrio, sobrevivéncia e defesa da planta, alguns deles
com grande valor teraputico. Suas propriedades farmacolégicas sdo utilizadas como
modelos estruturais para a sintese de novas moléculas que auxiliam na prevengido e
tratamento de diversas patologias, como por exemplo, cancer, doengas cardiovasculares,
neurologicas ¢ metabdlicas (NEWMAN; CRAG, 2012; PEREIRA; DAS GRACAS
CARDOSO, 2012), representando dessa forma uma alternativa para o desenvolvimento
de novos farmacos mais eficazes, de baixo custo ¢ com menos efeitos colaterais
(PRUDENTE: Moura, 2013).

A familia Arecaceae da qual pertence espéeies vegetais conhecidas como palmeiras,
apresentam grande importancia econdmica ¢ ecoldgica pela exploragdo de seus recursos
naturais, sendo também consideradas pecas chaves na estrutura e funcionamento de
varios ecossistemas (LIEBERMAN et al., 1985; RODRIGUES, 2004; SILVA, 2012;
PEREIRA, et al., 2014; CAXAMBU et al., 2015; SOUSA et al., 2015; RAGUSA-
NETO, 2016). As arecaceas difundem-se entre regides tropicais ¢ subtropicais de todos
os continentes e apresentam cerca de 2.600 espécies distribuidas em mais de 200
géneros (CAXAMBU et al., 2015; SILVA et al., 2015). Apesar da importancia, essa
familia carece de mais estudos fitoquimicos ¢ atividades biologicas das espécies.

Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore, conhecida como carnatiba, é uma das
espécies nativas pertencente a Arecaceae, ue ocorre no Brasil. Apresenta grande
importancia econémica no mercado interno e externo (ALVES; COELHO, 2006) pela
exploracdo econdmica da cera epicuticular de suas folhas, utilizada na fabricacio de
cera. Esta possui grande aproveitamento em industrias de diversos setores, como
alimenticio (revestimento de frutas, produgio de chicletes e chocolates), quimico, téxtil,

farmacéutico, de cosmética (formulagdes de batons, cremes e emulsdes), além da
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fabricagdo de papeis e embalagens, pinturas ¢ modelagens (RODRIGUES, 2004;
FERREIRA, 2009; BEZERRA, 2013; SOUSA et al., 2015).

A literatura sobre a carnauba trata principalmente sobre etnobotanica (LEITE;
ARINHO, 2014; SOUSA et al., 2015), e embora diversas partes da planta sejam citadas
nestes trabalhos para varias finalidades, estudos sobre sua utilizagdo na prevengédo ¢
tratamento de doengas ainda séo poucos explorados, a exemplo da cera epicuticular da
folha. Até o momento sdo poucos os registros sobre estudos fitoquimicos e atividade
biologica utilizando extratos de folhas e de cera epicuticular (AYRES et al., 2008;
RUFINO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015; SILVA et al., 2015; DE ALMEIDA et
al., 2016).

Diante do exposto, objetivou-se realizar o estudo fitoquimico ¢ avaliar a
atividade citotoxica e hemolitica de extratos de folhas e cera epicuticular de (.
prunifera, e comparar dois métodos de tratamentos de remocdo da cera epicuticular
(CE), por cloroformio (CHCI3) ¢ hexano (CsHiz). E como objetivos especificos:
caracterizar qualitativamente os metabolitos secundarios ¢ quantificar os teores de
fenolicos totais dos extratos da cera epicuticular, caracterizar qualitativamente os
metabolitos secundarios de extratos da folha; avaliar a atividade antioxidante dos
extratos da cera epicuticular pelo método do ABTSe+; avaliar a atividade antioxidante
dos extratos da folha pelo método do ABTSe+; verificar o potencial citotoxico dos
extratos da cera epicuticular, frente as linhagens tumorais: HCT-116 (colon - humano),
SF295 (Glioblastoma), PC3 (Prostata) ¢ HL60 (Leucémica);, avaliar a atividade
hemolitica dos extratos da cera epicuticular sobre eritrocitos humanos; ¢ avaliar
atividade hemolitica dos extratos das folhas sobre eritrécitos humanos.

O presente estudo estad estruturado em trés seg¢des: pré-textual, textual
(apresentagdo, fundamentagdo teodrica e referéncias, seguindo as normas da ABNT
vigente), seguidos dos manuscritos intitulados: “Estudo fitoquimico ¢ avaliagdo da
atividade citotoxica ¢ hemolitica de extratos aquosos da cera epicuticular de folhas de
Copernicia Prunifera (Mill.) H.E. Moore”, e “Influéncia dos solventes na remogio da
cera epicuticular de folhas de Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore e avaliagio da

atividade antioxidante e hemolitica™.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Arecaceae

Arecaceae Schultz Sch. apresenta cerca de 2.600 espécies distribuidas em mais
de 200 géneros, difundidas em regides tropicais ¢ subtropicais de todos os continentes
(CAXAMBU et al., 2015; SILVA et al, 2015). Para o Brasil estio registrados 37
géneros nativos e¢ 296 espécies caracteristicas de florestas tropicais, presentes em
praticamente todos os tipos de formagdes vegetais (SILVA et al., 2015; FLORA DO
BRASIL, 2018).

As palmeiras geralmente vivem em densas populagdes ¢ variam tanto em
forma como em tamanho. A presenca de caracteristicas botanicas peculiares contribuiu
para que se tornassem um grupo de grande destaque entre as angiospermas. Sua
presenca em alguns habitats ¢ determinante para a caracterizagdo do ambiente, sendo
consideradas pecas chaves em varios ecossistemas (SILVA, 2012; PEREIRA, et al.,
2014; CAXAMBU et al., 2015; SOUSA et al., 2015; RAGUSA-NETO, 2016).

As Areciceas sdo monoicas ou dioicas com raizes aéreas ou subterrineas e
estirpes que podem ser cespitosos ou solitarios, aéreos ou subterrancos ¢ raramente
escandentes. Suas raizes podem ser aéreas ou subterrineas. Quando aéreo pode
apresentar-se liso ou com espinhos, com folhas distribuidas no apice de seu estipe. As
folhas podem ser simples, em forma de leque ou pinatipartidas, com segmentos foliares
paralelinérveos ou palminérveas, apresentando bainha aberta ou fechada, de peciolo
longo ou curto. As inflorescéncias apresentam-se em forma de espiga, cachos ou
racemos, podendo ser intrafoliares ou interfoliares. As flores sao geralmente sésseis e
trimeras. Os frutos apresentam tamanhos variados, com pericarpo liso ou com espinhos,
carnosos ¢/ou fibrosos, ¢ os endocarpos geralmente sao duros, contendo uma ou mais
semente em seu interior (LORENZI et al., 2010; SILVA et al., 2012; SILVA, 2012,
PEREIRA et al., 2014).

A propagacio das palmeiras se da principalmente por intermédio de sementes,
que apresentam germinagdo lenta, de baixa porcentagem ¢ irregular, perdendo
drasticamente a viabilidade quando sofrem desidratagio (NOGUEIRA, 2009;
QUEIROGA et al., 2013).

As palmeiras sio economicamente importantes para diversas culturas, sendo

amplamente utilizadas e exploradas comercialmente devido as matérias primas que
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delas podem ser retiradas, sendo consideradas um dos recursos vegetais mais
importantes (RODRIGUES, 2004).

Algumas espécies da familia sfo utilizadas na alimentagido por apresentarem
em sua composi¢io aglcares, proteinas e vitaminas, como Cocos nucifera 1. (coqueiro)
(CLEMENT et al., 2005); outras sdo fornecedoras de palmito, como Euterpe edulis
Mart. (palmito-jugara); ¢ outras utilizadas de forma extrativista, como Attalea speciosa
Mart. ex. Spreng. (Babagu-do-maranhao) (LORENZI et al., 2010).

Além do potencial alimenticio existem espécies fornecedoras de fibras, dentre
elas destacam-se C. prunifera (Carnauba), Attalea funifera Mart. ex. Spreng. (Piagava) e
Leopoldina piassaba Wallace ex Archer (Piagava), Mauritia flexuosa L. (Buriti),
Astrocaryum vulgare Mart. (Tucum), Desmoncus orthacanthos Mart. (Titara) e Syagrus
coronata (Mart.) Bece. (Licuri) (SILVA, 2012).

Bactris gasipaes Kunth (Pupunha), Elaeis guineensis 1. (Dend@), Acrocomia
aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart (Macaiba), Orbignya phalerata Mart.) (Babagu) ¢
Cocos mucifera (Coqueiro) (RUFINO, 2007), sdo exemplos de espéeies que apresentam
potencial oleaginosa (CLEMENT et al., 2005; SILVA, 2012).

Algumas Arecaceas sdo bastante utilizadas na ornamentacio, destacando-se os
géneros FPhoenix spp. (Tamareiras), Coccothrinax Sarg., Livistona R. Br., Pritchardia
Seem. & H. Wendl. ex. H. Wendl., Sabal Adans., Schippia (Palmeiras-de-leque),
Caryota L. (Palmeiras-rabo-de-peixe) e Roystonea spp. (Palmeiras-reais ou imperiais)
(SOUZA; LORENZI, 2008; SILVA, 2012).

Do ponto de vista biologico ¢ quimico da familia, algumas espécies apresentam
potencial antioxidante como Orbignyva phalerata L. (Agai) (BERNAUD; FUNCHAL,
2011), Euterpe edulis Mart. (Jugara) (LIMA et al., 2012). C. prunifera (Carnauba)
(OLIVEIRA et al., 2015), Mauritia flexuosal.. (Buriti) (SANDRI et al., 2017) e
Syagrus oleracea (Mart.) Bece (Guariroba) (COIMBRA, 2010). A maioria das espécies
ndo possui atividade cianogénica (RODRIGUES, 2004) ¢ em algumas podem estar
presentes alcaloides, protocianidinas, flavonoides, saponinas, sapogeninas, é&teres

metilicos e triterpenos (LUBRANO et al., 1994; RODRIGUES, 2004).

2.2. Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore
Copernicia prunifera ¢ uma das 24 espécies de Copernicia. A maioria das

especies (19) deste género ¢ natural da ilha de Cuba, no Caribe, enquanto duas sdo
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nativas da Republica Dominicana e Haiti (C. berteroana Becc. e C. ekmanii Burret,
respectivamente). No territorio brasileiro, este género esta representado por duas
especies nativas, Copernicia alba Morong ex Morong ¢ Copernicia prunifera (Mill.)
H.E. Moore, a primeira encontrada na regiio Sul do Brasil € a segunda nas regides
Norte, Nordeste ¢ Sul do pais (DRANSFIELD et al., 2008; MASETTO et al., 2012).

A maioria das copernicias crescem em savanas abertas sob solos areno-
argilosos, enquanto algumas se desenvolvem proximas a manguezais, ¢ outras preferem
solos serpentinos que sdo ricos em magnésio e ferro, como € o caso da C. cowellii que
cresce exclusivamente nesse tipo de solo (DRANSFIELD et al., 2008). Ainda algumas
palmeiras podem se desenvolver, mesmo que de forma lenta, em ambientes de clima
frio, no caso de C. ekmanii ¢ C. berteroana (DRANSFIELD et al., 2008).

As palmeiras pertencentes a esse género sio hermafroditas, geralmente
solitarias e raramente agrupadas, apresentando crescimento lento. Os troncos
apresentam cicatrizes devido as folhas que se desprendem ¢ com a idade vao adquirindo
aspecto mais liso. As folhas podem ser simples, palmadas ou costapalmadas,
apresentando bainha fibrosa; os peciolos podem ser longos, curtos ou mesmo ausentes,
adaxialmente achatados e abaxialmente arredondados com espinhos muito resistentes
em suas margens. A inflorescéneia & interfoliar, bastante ramificada, muitas vezes
ultrapassando as folhas, apresentando pedinculo estreito e alongado; as bracteas sdo
tubulares e estreitas; as flores s3o compostas por trés sépalas unidas por lobulos; a
corola é tubular com seis estames; o podlen ¢é elipsoidal com assimetria discreta ou
evidente. Os frutos sio esféricos ou ovdides, geralmente desenvolvidos a partir de um
unico carpelo; apresentam epicarpo liso ¢ mesocarpo ligeiramente carnoso, com fibras
que se unem longitudinalmente e endocarpo moderadamente espesso. As sementes
podem ser globosas ou ovoides (DRANSFIELD et al., 2008).

Copernicia prunifera, popularmente conhecida como carnatiba, tem esta palavra
genérica originaria da lingua indigena tupi, que significa “arvore que arranha”, ¢ faz
referéncia a aparéncia do seu estipe (DE ANDRADE et al., 2008). Tem como sindénimos
as palavras, carnatiba, carandauba, carnaiva, carnaiba e carnatva (ARAGAO, 2007,
NOGUEIRA, 2009). Também ¢ conhecida como a “arvore da vida”, pois apresenta
recursos naturais variados com inimeras finalidades (AYRES et al., 2008; GOMES et

al., 2009; NOGUEIRA, 2009; PEREIRA et al., 2014; SOUSA et al., 2015).
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C. prunifera pode ser encontrada na Africa Equatorial, Colémbia, Ceildo,
Equador ¢ Tailandia (NOGUEIRA, 2009; LEITMAN et al., 2015). No Brasil, ¢
registrada para o Norte (Tocantins), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhio,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe) e Centro-Oeste (Mato
Grosso) (FLORA DO BRASIL 2018).

C. prunifera ¢ uma planta xerdfila que cresce com facilidade em qualquer
regido de clima tropical com temperaturas entre 26° a 35° C, consegue se adaptar ao
clima seco e quente, e ainda pode se desenvolver em solos argilosos, arenosos e
alagadigos, varzeas e margens de rios, sdo bastante resistentes a salinidade
(NOGUEIRA, 2009). As raizes sdo profundas ¢ finas com crescimento radial, do tipo
fasciculadas ou adventicias, crescendo amplamente pelo solo. Apresentam sabor
suavemente alcalino e solubilidade em agua (CARVAILHO, 1942).

Trata-se de uma palmeira facilmente distinguivel por seu porte. Quando adulta
pode atingir de 15 a 20 m de altura ¢ 15 a 25 cm de diametro ¢ em condigdes favoraveis
ao seu crescimento pode crescer 30 cm por ano, atingindo a primeira floragido
(maturidade boténica), entre os 12 e 15 anos de idade (BEZERRA, 2013; RODRIGUES
et al., 2013; ROCHA et al., 2013).

As folhas sdo palmadas de coloragdo verde-clara, com didametro variando de
0,6 a 1,0 metro; o peciolo ou “talo™, como é comumente chamado, pode atingir até 1,5
metros de comprimento; é recoberto por espinhos muito resistentes que se aderem
principalmente na borda ¢ lembram a forma de “unha de gato” (ROCHA et al., 2015).
Uma planta adulta produz por ano entre 46 a 60 folhas maduras (palha) ¢ de 4 a 12
folhas jovens (olho) ¢ a altura da palmeira ¢ acompanhada do aumento do comprimento
dos peciolos (FERREIRA, 2009, TAVEIRA et al., 2014). Com o passar dos anos, as
folhas se desprendem por completo do caule ficando apenas marcas discretas e este
adquire forma cilindrica e lisa, dai a denominagdo genérica de carnauba “lavada”
(HENDERSON et al., 1995).

As flores sdo extremamente pequenas ¢ amareladas, se apresentam em grande
quantidade dispostas em cachos ou espadice, que podem atingir at¢é 2 m de
comprimento; sdo monoicas ¢ protegidas por uma espata membranacea, seca ¢ tubulosa;
apresentam ovario relativamente espesso ¢ ligeiramente piloso; estigma trilobado com

estames em anel carnoso 6-dentado, com dentes de 2 cm ovoide-globosa, glabra,
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luzidia, gque gquando jovem este adquire coloragfo amarelo-esverdeada (BEZEREA
2013),

D futos, também chamados de coquinhos, sio produzidos em grandes
gquattidades e em grandes cachos pendentes que, quando verdes, costumam provocar
salivacdo intensa com sabor levemente adocicado atraindo criancas, ammais alados e
domeésticos, e quando chegam a maturagio adguiremn coloragio amroxeada ou guase
preta (MOGUEIRA, 2009). O futo € uma baga glabra, ovode, de dois centimetros de
comprmentn, gue envolve um carogo hem rigido de albimen branco, oleoso e duro,

com  altos teores de cathoidratos; com  frutificacdin de novembro a  marco
(CAVALCANTL 2014, ROCHA et al, 20135).

Figura 1. Copermicia prismfere (Mill ) HE Moore & Héhito; B Caule; C Folhas
jovens e maduras, D Frutos.
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Fonte: autoria prdpria (2018).
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A carnatiba ¢ uma palmeira nativa que agrega grandes valores para a economia
do nordeste do pais, se destacando das outras palmeiras exploradas comercialmente pela
extragio do pé cerifero proveniente das folhas. Essa matéria prima ¢ atualmente a de
maior importancia, quando comparado aos outros produtos extraidos da espécie (DOS
SANTOS COSTA; GOMES, 2016). E bastante utilizada na fabricagdo de cera, um
produto natural de grande valor para as industrias farmacéuticas, quimicas, eletrénicas,
alimenticias e cosméticas, devido a suas propriedades fisico-quimicas (TAVEIRA et al.,
2014).

O po cerifero e a cera sdo os recursos naturais de exploracio econdémica com
grande representatividade no Brasil, sendo este o Unico detentor de produgido ¢
exportagdo do produto, chegando em torno de 20 toneladas por ano (CARVALHO,
GOMES, 2008). A cera de carnauba teve grande importancia no desenvolvimento
socioecondmico do Piaui e atualmente é o principal produtor do po cerifero chegando
em torno de 12.569 toneladas, seguido pelo Ceara ¢ Maranhido com 5.509 ¢ 509
toneladas, respectivamente, e juntos os trés estados sfo responsaveis por mais de 53%
da producio nacional (IBGE, 2011; BEZERRA, 2013).

Das fibras de folhas jovens sao feitas coberturas, paredes e divisdes de casas,
fabricados utensilios trangados, vassouras, calgados e utilizados na fabricagido de objetos
usados em armazenamento como cofos, cestas, redes de pesca, cordas, tecidos rusticos,
entre outros (CAVALCANTIL 2014; DOS SANTOS COSTA; GOMES, 2016). As
folhas ainda podem ser usadas na agricultura como métodos preventivos para evitar a
perda da umidade do solo ¢ como adubo orginico nas culturas fruticolas e de
subsisténcia (CARVALHO, 1942; ALVES; COELHO, 2006; GOMES;
NASCIMENTO, 2006). Também serve de forragem para o gado (ALVES; COELHO,
2006).

Quando jovens, do “peciolo” sdo retiradas as fibras empregadas em diversas
finalidades, desde a fabricagdo de objetos domésticos, portas ¢ janelas, a cercas que
servem de prote¢io. Além disso, servem para a produgio de celulose de alta qualidade
(DOS SANTOS COSTA; GOMES, 2016).

O estirpe (caule), por ser reto ¢ sem divisdes, fornece madeira de boa qualidade
empregada na construgdo civil ¢ mercenaria, devido a sua resisténcia ¢ durabilidade

(NOGUEIRA, 2009; MARQUES, 2012).



24

A raiz ¢ a Unica parte da planta utilizada de forma medicinal, devido as suas
propriedades depurativas ¢ diuréticas, sendo bastante utilizadas no tratamento de artrite,
reumatismo, sifilis e suas manifestagdes secundarias (CARVALHO, 1942;
NOGUEIRA, 2009; FREITAS, 2011; MARQUES, 2012; SOUSA, 2014; VIEIRA et al.,
2016). Quando queimadas ¢ pulverizadas, podem substituir o sal de cozinha (MOBIN;
CAVALCANTIL, 2000).

2.3 Cera epicuticular

A membrana cuticular, assim como outras estruturas dos vegetais, surgiu em
consequéncia da evolugio biologica e quimica das plantas superiores (HEREDIA et al.,
1998) como mecanismo de defesa e adaptagio a ambientes adversos. Além disso, a
protege contra o ataque de micro-organismos patogenos, como os fungos ¢ insetos
(MESQUITA, 2005; VIEIRA et al., 2016). Essa membrana apresenta matriz polimérica
(cutina) de natureza hidrofobica que cobre as células epidérmicas das folhas, as
chamadas ceras cuticulares, e estdo associadas a lipidios solventes-soluveis
(FERREIRA et al., 2005; LEIDE et al., 2011).

As ceras cuticulares estdo divididas em ceras intracuticulares (incorporadas a
cutina) e epicuticulares (depositadas na superficie) (LEIDE et al., 2011). Juntamente
com os estdmatos formam um sistema integrado, responsavel pela manutengdo e
equilibro hidrico foliar, além de controlarem os niveis de radiagdo que incide sobre as
folhas, permitindo o processo de fotossintese e fotoprotegio (GRANT et al., 2003).

Do ponto de vista quimico, as ceras sdo constituidas de é&steres de dlcoois e
acidos graxos, alcanos, aldeidos, hidrocarbonetos, esterdis livres e esterificados,
triacilglicerdis, cetonas, alcoois ¢ acidos graxos livres, formando uma mistura complexa
de compostos alifaticos (FERREIRA et al., 2005; FREITAS, 2011; LEIDE et al., 2011,
PERFEIRA, 2016). Podem ainda conter triterpenoides, flavonoides e taninos
(SAMUELS; KUNST; JETTER, 2008, PIMENTEL, 2014; ATTARDA et al., 2017).

A disposigido e composigdo da cera epicuticular na superficie da folha variam
de espécie para espécie (MIMURRA et al., 1998; FERREIRA ¢t al., 2005) ¢ pode ser
influenciada por fatores climaticos, como a temperatura e radiagio, e estadios de
crescimento (BONDADA et al., 1996; FERREIRA et al., 2005; FURLAN et al., 2006;
BUSCHAHAUS et al., 2011; PIMENTEL, 2014). Podem formar desde finas camadas a

placas (ou cristais), de formas e tamanhos diferentes.
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C. prunifera apresenta camadas grossas de cera epicuticular dispostas de forma
irregular na superficie das folhas (JEFFRE, 2006; PIMENTEL, 2014), que se acumulam
principalmente nas folhas mais jovens (FERREIRA, 2009; SOUSA, 2014).

A cera epicuticular ou po cerifero pode ser obtido pelo corte das folhas jovens
“olho”, ¢ das folhas maduras “palha” (GOMES, NASCIMENTO, 2006; SOUSA ¢t al.,
2005; FREITAS, 2013). Apos o corte, estas sdo levadas ao campo (lastro ou estaleiro)
onde ocorre a separagio das folhas jovens das maduras. E ainda no campo que ocorre a
secagem ao sol que dura de 6 a 12 dias. Depois dessa fase, sdo levadas para local
fechado onde ¢ feita a retirada do po, que pode ser manual, com auxilio de um porrete
ou mecanica por triturador de facas, até a retirada completa do pd (Figura 2). A folha
sem a cera (bagana) ¢ utilizada na produgio artesanal, adubo, fertilizante e forragem

para gado (ALVES; COELHO, 2006; GOMES; NASCIMENTO, 2006).
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Figura 2. Etapas do processo de obtencfio do pd cerifero da cera epicuticular de folhas
jovens e maduras de C0 prasifera (ML) HE. Moore.

Fonte: autoria propria (20187,

Do produto cerifero das folhas jowens (olhe) se obtém a cera tipo I, de aspecto
amarelo-clara, maiz nobre, bastante utilizada nas indistrias alimenticias, cosméticas e
farmacéuticas. Do produto cerifero das folhas maduras (palha) se origina a cera do tipo
I (cor atnarela ou alaranjada, utilizada nafabricacio de cera para poliments, vernizes e
tintas) e IV (cor preta, utilizada na fabricacio de papel carbone), e que podem ainda
apresentar variagdes, dependends do grau de impureza e forma (batra ou escamas)
(EODRIGUES, 2004, GORES, MASCINMERNT O, 20067,

Cuitnicatnente, a cera de carnadba & composta principalments de acdo

miricilice e adde carnaibico, um hidrocarboneto, trés &lcocis e uma lactona. Possui

actdez de 2 a 7, saponificagio 73 a 837 alcoots (53 a 24%); 10do (13,50, 48% de acidos
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graxos; 1,6% de hidrocarbonetos; acetilo (55%) ¢ de 0,14 a 0,51% de teor de cinzas
(FREITAS, 2011).

2.4. Atividade biolégica de Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore

Pouco sdo os trabalhos de atividade bioldgica atribuida as partes vegetais da
palmeira C. prunifera (RODRIGUES, 2004, SILVA et al., 2017).

Partes da planta que se tem registro de atividade bioldgica, sdo as raizes ¢ as
folhas. Nas folhas foram encontradas misturas de acidos graxos ¢ hidrocarbonetos de
cadeia longa, um sesquiterpeno, um diterpeno, derivados do acido benzoico ¢ derivados
aril-propanoidicos e nos frutos dois acidos graxos de cadeia longa, o acido palmitico e
acido estearico (RODRIGUES, 2004). Além disso, o extrato etandlico do fruto de
carnauba apresenta potente atividade antioxidante (SILVA et al., 2017). As Atividades
antimicrobianas contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27833, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, FEscherichia coli ATCC 25922 (beta-lactamase negativa) e
Staphylococcus aurens ATCC 25923 (suscetivel a oxacilina e penicilina), antioxidantes
¢ analgésicas também ja foram avaliadas (RODRIGUES, 2004).

Alguns trabalhos sobre as atividades biolégicas da cera de carnatiba estao
associados a compostos quimicos, tais como as proteinas B-1,3-glucanase e chitinase,
que possui atividade fungicida confirmada (CRUZ et al., 2002). Acidos graxos de
cadeia longa ¢ o policosanol isolados e purificados da cera de carnauba atuam como
antiplaquetario, antitrombotico, anti-isquémico, redutor de colesterol, contra oxidagido
de lipoproteinas do plasma (MOLINA et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2003). Das
fragdes hexanicas e etandlicas de extratos das ceras foram isolados pela primeira vez,
trés tipos de triterpenoides: methyldammara-25-ene-3b,20-diol  (carnaubadiol),
methyldammara-20,25-dien-3-one ¢ methyldammara-20,25-dien-3a-ol com atividades
contra Tripanosoma cruzi e Leishmania infantum (DE ALMEIDA et al., 2016).

A raiz ¢ a Unica parte da planta utilizada na medicina popular pelas
propriedades depurativas e diuréticas, sendo bastante utilizadas no tratamento de artrite,
reumatismo, sifilis ¢ suas manifestagdes secundarias (CARVALHO, 1942;
NOGUEIRA, 2009; FREITAS, 2011; MARQUES, 2012; VIEIRA et al., 2016). O
extrato etanolico da raiz apresenta certa atividade antioxidante (AYRES et al., 2007).
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4. CAPITULO 1 - ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE, CITOTOXICA E HEMOLITICA DE EXTRATO AQUOSO
DA CERA EPICUTICULAR DE FOLHAS DE Copernicia prunifera (Mill.) H.E.

Moore

RESUMO

A cera epicuticular (CE) extraida da superficie de folhas Copernicia prunifera (Mill.)
H.E. Moore (carnatiiba) ¢ a principal matéria-prima empregada na fabricagdo de cera, ¢
bastante utilizada em sistemas de liberagdo controlada de farmacos, proporcionado
aumento na eficicia e redugiio da toxicidade de agentes bioativos (antimicrobianos,
antioxidantes e antineoplasicos), e aumento do tempo de prateleira de diversos
alimentos, devido a sua agdo antioxidante. Objetivou-se realizar a caracterizagdo
fitoquimica, atividade antioxidante, citotoxica ¢ hemolitica de extratos aquosos da cera
epicuticular de folhas jovens (EAFI) e maduras (EAFM) de C. prunifera. Os extratos
EAFJ ¢ EAFM foram investigados quanto a presenga de metabodlitos secundarios por
analises fitoquimicas qualitativas (fendis e taninos, flavonoides gerais, saponinas,
alcaloides, acidos orginicos, polissacarideos e agucar redutor) e fisico quimicas
(Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier — FTIR e
eletroquimica), além da avaliagdo de atividades antioxidante, pelo contetudo de fenodis
totais e método 2,2-azinobis (3-ctilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS +¢) ¢
determinagdo do potencial citotoxico in vitro em linhagens de células tumorais ¢ da
atividade hemolitica em eritrocitos humanos. O rendimento percentual foi de 1,5% para
EAFJ e 1,9% para EAFM. EAFJ e EAFM apresentaram pH levemente acido, 5.7 e 6.0,
respectivamente. O perfil fitoquimico mostrou a presenga de taninos, saponinas e agiicar
redutor em todos os extratos. O teor de fendlicos totais foram de 56,48 £ 21,91 mg
EAG/g de extrato ¢ 158,52 = 39,27 mg EAG/g de extrato para EAFJ ¢ EAFM,
respectivamente. A atividade antioxidante pelo método ABTS ++ das amostras foi de
349 + 4,8 ng EAA/mg de extrato (EAF]) ¢ 100,3 = 15,2 ug EAA/mg de extrato
(EAFM). Ambos os extratos apresentaram elevada atividade citotdxica para linhagens
de glioblastoma (SF-295) e baixa toxicidade para eritrocitos humanos. A cera
epicuticular da camauiba, portanto, surge como uma potencial fonte de compostos
bioativos com atividade citotoxica, possibilitando ampliar o leque de aplicagdo para a
espécie, de forma a agregar valor a cadeia produtiva da carnatba.

Palavras-Chave: Atividade biologica, Carnatiba, Cera epicuticular, FTIR,
Glioblastoma.
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PHYTOCHEMICAL STUDY AND EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT,
CYTOTOXIC AND HEMOLYTIC ACTIVITY OF AQUEOUS EXTRACTS OF
THE EPICUTICULAR WAX OF LEAFS OF Copernicia prunifera (Mill) ILE.

Moore

ABSTRACT

The epicuticular wax (EC) extracted from the leaf surface of Copernicia prunifera
(Mill.) HE Moore is the main raw material used in the manufacture of carnauba wax,
widely used in controlled drug release systems, providing increased efficacy and
reduction of the toxicity of bioactive agents (antimicrobials, antioxidants and
antineoplastics) and increase the shelf life of several foods due to their antioxidant
action. The purpose of this work was to characterize the phytochemical, antioxidant,
cytotoxic and hemolytic activity of aqueous extracts from the young leaf epicuticular
wax (EAFJ) and mature (EAFM) of . prunifera. The EAFJ and EAFM extracts were
investigated for the presence of secondary metabolites by qualitative phytochemical
analyzes (phenols and tannins, general flavonoids, saponins, alkaloids, organic acids,
polysaccharides and reducing sugar) and physical chemistry (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy - FTIR and electrochemistry), as well as the evaluation of
antioxidant activities, by the total phenol content and the 2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) (ABTS + ) method, and in vitro cytotoxic potential
determination in tumor cells and hemolytic activity in human erythrocytes. The percent
yield was 1.5% for EAFJ and 1.9% for EAFM. EAFJ and EAFM showed slightly acid
pH, 5.7 and 6.0, respectively. The phytochemical profile showed the presence of
tannins, saponins and reducing sugar in all the extracts. The total phenolic content was
56.48 + 21.91 mg EAG / g extract and 158.52 + 39.27 mg EAG / g extract for EAFJ and
EAFM, respectively. The samples showed antioxidant activity by the ABTS + « method,
was 34.9 + 4.8 ng EAA / mg extract (EAFJ) and 100.3 = 15.2 pg EAA / mg extract
(EAFM). Both extracts presented high cytotoxic activity for glioblastoma (SF-295) and
low toxicity for human erythrocytes. Carmauba epicuticular wax, therefore, appears as a
potential source of bioactive compounds with cytotoxic activity, making it possible to
expand the application range for the species, in order to add value to the carnauba
production chain.

Keywords: Biological activity, Carnauba, Epicuticular wax, FTIR, Glioblastoma.
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4.1 INTRODUCAO

Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore, conhecida popularmente como
carnauba ¢ também chamada de “arvore da vida”, apresenta grande importancia
econdémica para o Bragil, principalmente em razdo de possuir na superficie das folhas
um tipo de cera epicuticular que pode ser extraida em forma de po6 , utilizada na
fabricagio de cera de grande interesse para as industrias de diversos setores
(RODRIGUES, 2004; FERREIRA, 2009; BEZERRA, 2013; OLIVEIRA et al., 2015;
SOUSA et al., 2015).

Carnatiba é uma palmeira encontrada em diversos ecossistemas, adaptando-se
facilmente a condigles adversas, bastante resistente a clima seco, ocorrendo em terrenos
alagadigos e salinos (HOLANDA et al., 2011). Trata-se de uma espécie de importancia
econdmica, social ¢ ecoldgica. Entretanto, a maioria dos estudos realizados com
C.prunifera sdo de natureza principalmente etnobotdnica ¢ etnoecoldgica, portanto,
relacionados ao manejo, aproveitamento econdmico ¢ interagdo homem-ambiente
(SOUSA et al., 2015; VIEIRA et al., 2016).

Estudos sobre a fitoquimica ¢ atividade biolégica dos constituintes desta
espécie ainda sdo escassos (RODRIGUES, 2004; SOUSA et al., 2007, AYRES et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2017; SILVA et al., 2017). Podendo
ser registrados atividade antiprotozoaria (DE ALMEIDA et al., 2016), fungicida (CRUZ
et al., 2002) e redutora de colesterol, antiplaquetaria, antitrombotica e anti-isquémico
(FREITAS, 2011). Todos realizados a partir de compostos isolados da cera epicuticular.

Nesse contexto, objetivou-se com a presente pesquisa o estudo fitoquimico e
avaliacdo da atividade bioldgica de extratos aquosos da cera epicuticular de folhas de C.

prunifera.
4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material Vegetal

O po cerifero de folhas jovens ¢ maduras de Copernicia prunifera foi obtido em
julho de 2017 na fazenda Trapia (S3°22°4.53” W41°46°25.9572”), localizada no
municipio de Caxingd, Piaui, Brasil. O material testemunho foi depositado no Herbario
Delta do Parnaiba (HDEILLTA), da Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Reis
Velloso, com o numero de tombo HDELTA 4596.
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4.2.2 Obtenciio de Extratos

Os extratos foram obtidos segundo a metodologia de Parekh et al. (2006), com
adaptagdes. Foram utilizadas 20 g do pd de cera epicuticular de folhas jovens ¢
maduras, para um volume de 200 mL de agua destilada. As amostras foram
posteriormente homogeneizadas, sob agitacdo constante por 24 horas, em temperatura
ambiente. Ao fim do processo as solugdes foram filtradas e secas em liofilizador.

Ao final foram produzidos dois extratos: extrato aquoso da cera epicuticular de
folhas jovens (EAFJ) e extrato aquoso da cera epicuticular de folhas maduras (EAFM).
O rendimento dos extratos foi calculado pela formula:

Rendimento (%) = (Mrinat’Minicial) X 100
Onde Mrinal € a massa do extrato seco € Mmicial € 0 material vegetal utilizado

para a preparacao do extrato (20g).

4.2.3 Analise Fitoquimica e Iisico-quimica

Para a prospecgao fitoquimica qualitativa foi empregada a metodologia
preconizada por Barbosa et al. (2004) e Matos (2009), com adaptagdes. Para a
identificacio das principais classes de metabdlitos secundarios presentes nas amostras
foram realizados, em triplicata, os seguintes testes: fendis e taninos, flavonoides gerais,
saponinas, alcaloides, acidos organicos, polissacarideos e agucar redutor.

Para a identificagdo dos grupos funcionais organicos dos extratos aquosos da
cera foram realizadas andlises de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) em espectrometro Shimadzu IR Affinity-18, na faixa espectral de 4000-
700 cm! de resolugiio, pela técnica ATR (Atenuated Total Reflectance). Em todas as
amostras foram feitas 45 scans em cristal de seleneto de zinco (SeZn). Para
comparagio, foi utilizado o pod cerifero da CE natural, a fim de verificar as possiveis
modifica¢des causadas pela extragio.

O Ensaio de voltametria de pulso diferencial foi realizado com o objetivo de
avaliar  qualitativamente a capacidade redox dos extratos, utilizando o
Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTATI28N (EcoChemie, Utrecht, Holanda),
juntamente com o software NOVA 1.6. Foi adotado uma configuragio de trés eletrodos,
um eletrodo impresso de carbono (SPCE), como um eletrodo trabalho (4 mm), um

eletrodo auxiliar de carbono e um eletrodo de referéncia Ag/AgCl (cloreto de prata).
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Solugdes de acido galico e quercetina foram utilizadas como modelo de
referéncia de analise. Solugdao de HCI 0,1 M ¢ pH 4.3 foi utilizada como eletrdlito de
suporte. Para a determinagao voltamétrica, uma aliquota de 5 ul. de amostra e 45 ul. de
tampao foi adicionada a superficie de eletrodo de trabalho. Um potencial constante de -
0,2 V foi aplicado por 180 s para a pré-concentragio de ions na superficie do cletrodo
de trabalho. O potencial foi varrido de -0,2 V para + 0,1 V usando voltametria de pulso
diferencial para retirar os ions de volta & solugdo. Todas as analises eletroquimicas
foram realizadas a temperatura ambiente. As medidas de voltametria de pulso
diferencial (PVD) foram realizadas utilizando um sistema de tri-eletrodos (eletrodo

impresso de carbono — SPCE) em janela de potencial de -0,2 Va+1 V.

4.2.4 Fendois Totais

A quantificagdo do teor de fendlicos totais (TPC) foi determinada de acordo
com a metodologia descrita por Singleton et al. (1999) com adaptagdes e determinada
pelo método Folin-Ciocalteu. A cada 25 pl. das amostras dos extratos foram
adicionados 25 ul. do reagente Folin-Ciocalteu e 75 pul. de agua ultrapura. As amostras
foram incubadas por 6 minutos em auséncia de luz, ¢ em seguida adicionado 100 uL de
solugdo de carbonato de sdédio (Na2COs) a 7.5%. Para os brancos e para o padrio, os
extratos foram substituidos por 25 ul. de agua ultrapura e 25 pul. de solugdo padrio de
acido galico, respectivamente. O teste foi realizado em triplicata. As absorbancias das
amostras foram lidas em espectrofotdometro a 593 nm.

A obtengao da concentragao de fendlicos totais foi realizada utilizando a curva
padrio do acido galico (10-200 pg de AG / ml. de agua). e os resultados expressos em
equivalente a acido galico (GAE) por grama de extrato (GAE/g de extrato). A equacio
da curva de calibragdo do acido galico foi de y=0,0071x+0,0368, com coeficiente de
correlagio R? =0,9983, onde x representa a concentragfio ¢ v, a absorbancia a 593 nm. A

leitura das absorbancias foi realizada em leitora de microplacas para Elisa 96 pogos.

4.2.5 Atividade Antioxidante

A determinagdo da capacidade antioxidante foi feita utilizando o método
ABTSe+, descrita por Gido et al. (2007), através da adigio de 7 mmol? de sal de

diaménio de ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) a 2,45 mmol?! de
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solugiio de persulfato de potassio (K2S20sg) (Merk, Damstadt, Alemanha), ¢ incubada a
temperatura ambiente por 16 horas, na auséncia de luz. Apos esse tempo a solugéo de
ABTSe+ foi diluida em agua ultrapura até a obtencdo de uma solugio com absorbancia
de 0.700 £ 0,020. Foi utilizado espectrofotometro 6405/UV-Vis-Spectrophotometer, a
734 nm ¢ os resultados expressos em VEAC (Capacidade antioxidante equivalente ao
acido ascorbico).

As concentragdes utilizadas de extrato e da curva padrio apartir de acido
ascorbico foram 50, 100, 150, 200 e 250 pg/ml. A leitura das absorbancias foi
realizada no tempo de 6 minutos, a 734 nm e os resultados expressos em VEAC

(Capacidade antioxidante equivalente ao acido ascorbico).
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4.2.7 Atividade Hemolitica

Para a avaliag¢ao da atividade hemolitica in vitro fo1 utilizada a metodologia de
Marani et al. (2015). A amostra utilizada no teste foi coletada de um voluntario de
grupo sanguineo “O” Rh negativo. Ao sangue coletado foi adicionado EDTA como
anticoagulante e centrifugado por 10 minutos com rotacdo de 3600 rpm, para separagio
dos eritrocitos do plasma. Apods essa etapa, os eritrocitos foram lavados trés vezes com
salina a 0,85%, ¢ em seguida, ressuspendidos utilizando salina a 0,85%, na proporgio de
1:10 (v/v). Dessa suspensio foram retirados uma aliquota de 400 pl. e diluidos em 3600
pul. de salina a 0,85%, na propor¢dao de 1:4 (v/v). O teste foi realizado em sete
concentragdes ¢ em triplicata: 500 ug/mL; 250 ug/ml; 125 pg/mL; 62,5 ug/ml; 31,25
ug/mL; 15,6 pg/mL e 7,8 ug/mL. Os extratos aquosos da CE de C. prunifera também
foram diluidos em salina a 0.85%. Para cada triplicata foi utilizada 150 pl. dos extratos
¢ adicionados 150 uL de eritrocitos. Os microtubos foram levemente homogeneizados e
incubados por 30 minutos na estufa a 37 °C, e posteriormente centrifugados por um
minuto a 8000 rpm. Apds essa etapa, foi retirado 100 uL do sobrenadante das amostras
e adicionado a microplaca de 96 pogos, para leitura em leitor de ELISA a 492 nm.
Como controle positivo foi utilizado Triton X ¢ como controle negativo a salina a
0,85%. O percentual da atividade hemolitica dos extratos foi expresso pela equagio:

% Hemolise = (Absg — Abss) / (Abst— Abss) x 100

Onde:
% Hemolise = Percentual de hemolise
Abse = Absorbancia dos extratos
Abss = Absorbancia da salina

Abst = Absorbancia do Triton X
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Analise Fitoquimica e Fisico-quimica

Os extratos tiveram rendimento percentual bruto de 1,5% e pH 5.7 para EAFJ e
1,9% e pH 6 e para EAFM. A mesma faixa de pH também foi verificada em trabalhos
realizados com outras partes da planta de C. prunifera, tais como, Cavalcanti (2014),
realizado com oleo da semente do fruto (pH = 6.02); Guimardes et al. (2014), com
sementes (ph = 3.46); e em outros estudos realizados com o fruto, pH de 4.5 (RUFINO
et al., 2008), 4.43 (NOGUEIRA, 2009) ¢ 4.55 (BEZERRA, 2013).

Os resultados dos testes fitoquimicos evidenciaram presenga de taninos
condensados ou catéquicos, saponinas ¢ aguicar redutor (Tabela 1).

Taninos sdo compostos fendlicos soluveis em agua, que tendem a formar
complexos insoliveis (precipitados) em agua com alcaloides, gelatinas, proteinas e
metais pesados como o cobre (Cu) ¢ o ferro (Fe), por exemplo (FRESNO, 1999,
PESSUTO, 2006, SATO, 2014). Os taninos condensados, também chamados de
proantocianidinas, s3o caracterizados por formagdo de precipitados verde-pardos
(FRESNO, 1999), corroborando com os resultados dos testes obtidos no presente
estudo.

De acordo com Rodrigues (2004), Fresno et al. (2009) ¢ Silva (2012),
saponinas podem ser encontradas ocasionalmente em espécies da familia Arecaceae e
sdao melhor evidenciadas em solugdes aquosas, formando espumas persistentes.
Conforme Fresno et al. (2009) ¢ Carrera (2014), os flavondides estdo amplamente

distribuidos nas angiospermas.
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Tabela 1. Metabdlitos secundarios em extratos aquosos da cera epicuticular de
Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore obtidos das folhas jovens (EAFI) ¢ folhas
maduras (EAFM).

Amostras
Metabdlitos Secundirios
EAFJ EAFM

Fenois - -
Taninos condensados ou catéquicos + +
Taninos hidrolisaveis ou pirogalicos - -
Tanino usando acetato de cobre + +
Antocianinas e antocianidinas - -
Flavonas, flavonois e xantonas. - +
Chaconas e auronas - -
Flavanonois - -
Saponinas + +
Alcaloides + -
Acidos organicos - -
Polissacarideos - -
Acucar redutor + +

(+) presenca; (-) auséncia. Fonte: autoria propria (2018).

Nas analises de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FT-IR) ndo foi1 observada diferenga significativa entre os espectros de absor¢io dos
extratos, provavelmente devido a superposi¢io de bandas (Fig. 1). Mas, quando
comparados os espectros das ceras, foi possivel verificar que as bandas de 2911, 2846,
2844 ¢ 1731 cm ! sfio caracteristicas das ceras naturais, embora pouco evidenciadas nos
extratos. Essas bandas estdo associadas a presenga de alcanos, aldeidos, acidos e
carboxilas, componentes que fazem parte da composi¢do natural das ceras, além de
alcoois, esteroides e hidrocarbonetos (LEIDE et al., 2011; PEREIRA, 2017). Também
indicam a presenga de terpenos, fendis ¢ saponinas, caracterizados pelos grupamentos
C-H, O-H e C=0, respectivamente (VANAJA; KAVITHA, 2016; OMRAN et al.,
2017).
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Figura 1. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR-ATR) da cera
epicuticular (CEFJ ¢ CEFM), ¢ dos extratos aquosos da cera epicuticular de folhas
jovens (EAFJ) e maduras (EAFM) de Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore.

— EAFM

—CEFM

——EAFRJ

— CEFJ

r T T T T T T T T T T T T v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

(Vermelho) CEFI- cera epicuticular de folhas jovens; (roxo) EAFJ - extrato aquoso da cera epicuticular
de folhas jovens; (azul) CEFM - cera epicuticular de folhas maduras; (verde) EAFM - extrato aquoso da
cera epicuticular das folhas maduras. Fonte: autoria propria (2018).

Em ambos os extratos, as bandas de absorgiio registradas de 3234 cm™ e as

! indicam forte preseng¢a de dlcoois e fendis,

compreendidas entre 1200-1000 cm’
caracterizadas por vibragdes de deformagao axial de O-H e C-O (VIMALA et al., 2014;
VANAITJA; KAVITHA, 2016). Além disso, as bandas entre 1200-1000 cemL, presentes
em todos os espectros, indicam a presenga de éteres (C=0) e ésteres (C-O) aromaticos.

As bandas de absorg¢ao observadas em todos os espectros e compreendidas
entre 1650-1515 cm! indicam deformagio angular de C-H e de N-H de amidas,
indicando a presenga de. proteinas (VIMALA et al., 2014; JEMAL et al., 2017). As
bandas de 833 a 782 cm™ correspondem a deformagio angular simétrica fora do plano
de N-H de amidas primarias e secundarias, reforgando a presenga de proteinas.

Ja as bandas de 1600, 1515 e 830 em™ presentes apenas nas ceras, corroboram

com os resultados do estudo de Vandenburg e Wilder (1967), e indicam presenca de

C=C e C-C de anéis aromaticos.
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A banda de absorgiio de 833 cm’!, observada no extrato aquoso e no po cerifero
da CE da folha jovem, se¢ refere a compostos de silicio (Si), sugerindo deformagio
angular de silicio-hidrogénio (Si-H) ou deformagdo axial de silicio-oxigénio (Si-O).
Essas informagdes sdo corroboradas por analise de fluorescéncia de raio x (FRX), que
demonstrou que o Si é um dos clementos quimicos presente na folha de carnatba
(PEREIRA, 2017), sugerindo que este também pode ser um elemento quimico da CE.
Essa banda também pode fazer parte da deformagio angular fora do plano de C-H de
fenois (naftalenos).

Os perfis eletroquimicos de extratos vegetais podem ser diretamente
determinados por métodos ¢letroquimicos quando os constituintes destes extratos séo
eletroativos. No voltamograma de pulso diferencial obtido, a curva azul (-) representa a
oxidagdo do eletrdlito de suporte (HC1 0,1 M, pH 3), enquanto as curvas vermelhas e
roxo (-,-) mostram a oxidagdo dos extratos em tampio de fosfato 0.1 M e pH 3, e as
curvas voltamétricas laranja ¢ verde (-,-) mostram a oxidagio dos padrdes quercetina e

acido galico, respectivamente (Fig. 4).



46

Figura 2. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos a partir dos extratos da cera
epicuticular de folhas jovens (EAFJ) ¢ extrato de cera epicuticular de folhas maduras
(EAFM) de Copernicia Prunifera (Mill.) H.E. Moore e padrdes de acidos fendlicos.
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Padr@es de acidos fenolicos em 45 uL de 0.1M HCL, pH 3(-) 1 mg/mL de EAFJ, (-) Img/ml. de EAFM,
(-) tampfo HCI 0,1M. {-) 1 mg/mL. Quercetina, e (-) 1 mg/ml. Acido galico. Potencial micial (Ei) = -0,2
V, potencial final (Ef) = 1,0 V, amplitude do pulso = 50 mV, taxa de varredura = 50 mV s-1, eletrodo de
trabalho: carbono impresso, eletrodo de referéncia: Ag / AgCl (KCIl 3 M) e contra eletrodo: platina.
Fonte: autoria propria (2018).

Como observado, os picos anddicos entre 0.40 e 0.48 V podem ser atribuidos a
oxidagdo de diferentes compostos polifendlicos, com sinais anodicos tipicos a 0,44 V,
0,40 V, 0,48 V ¢ 0,49 V para a oxidagdo do acido galico, quercetina, EAFJ ¢ EAFM,
respectivamente. Estes resultados corroboram os estudos realizados por Souza et al.
(2004) e Magarelli et al. (2013) que evidenciaram acidos fendlicos com pico anddico
em aproximadamente 0,4 V_ valor que pode ser atribuido a oxidagdo de grupos hidroxila
no anel aromatico que conduz a conversdo de semiquinona em O-quinona. Com base
neste pico anoddico e a determinagdo voltamétrica de acidos fendlicos presente nos
extratos, o acido galico apresentou melhor resultado de correntes maximas de oxidagao
quando comparado ao obtido para o padrdo quercetina, sendo considerado o padrio
mais adequado para a determinagio do teor de acidos fenolicos totais nas amostras dos

extratos.
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4.3.2 Fendois Totais e Atividade Antioxidante

Os resultados obtidos na quantificagdo dos fendlicos totais e atividade

antioxidante pelo método ABTS+e estdo representados na tabela 2.
Tabela 2. Conteudo de fenois totais (FT) e atividade antioxidante pelo método ABTS+e

dos extratos aquosos de folhas jovens (EAFJ) e folhas maduras (EAFM) de C. prunifera
(Mill.) HE Moore.

Fenois Totais ABTS
(mg GALE/g) (g VEAC/mg extrato) (ng VEAC/mL extrato)
média £ SD média £SD meédiatSD
EAFJ 56,48121.91 349+ 4.8 149193
EAFM 158,52439,27 100,3 £ 15,2 159+1,7

Fonte: autona propria (2018).

Como observado, houve variagdo de FT ¢ atividade antioxidante pelo ABTSe+,
com menor registro para EAFJ do que para EAFM. Os valores dos teores de FT obtidos
foram menores aos encontrados na literatura com a mesma espécie. No trabalho de
Sousa et al. (2007), feito com extratos etandlicos de raizes, o teor de fendis totais
apresentou valor de 250482 mgEAG/g de extrato, enquanto no de Oliveira et al.
(2015), feito com extratos etandlicos de folhas, valores foram de 1454,54+12 56
mgEAG/g. Sousa et al. (2007), por sua vez, obtiveram FT de 44,60 mgGAE/gde E, e
33.2 mgGAE/g, em extrato etandlico (EE) e hexanico (EH) do fruto, respectivamente;
0.04 mgGAE/g (EE) para a polpa do fruto e, 0.69 mgGAE/g de E (EE) e 0.8326 mg
GAE/g (EH) para a baga.

O método ABTS++ se baseia na redugéo ou perda da absorbancia do cation
ABTSe+ resultando na descoloragio da solugao (FLOEGEL et al., 2011). O método
Folin-Ciocalteu, utilizado na determinagdo dos FT, também se baseia nas propriedades
redox das substancias, o que afirma uma correlagdo significativa com o método
ABTSe+. Portanto, o teor de fendlicos esta correlacionado a esse método para
determinar a contribuigdo desses compostos na atividade antioxidante.

Os compostos fenodlicos provenientes de extratos de extratos vegetais tém
recebido bastante atengdo, principalmente no que diz respeito as suas propriedades

farmacologicas ¢ biologicas, com destaque para a atividade antioxidante (OLIVEIRA et
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al., 2015). Quanto maior o contetido de FT do extrato maior é a atividade antioxidante,
podendo estar associada a capacidade de atuarem como doadores de atomos de

hidrogénio, agentes redutores e supressores de oxigénio (GALLEANO et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2015).
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4.3.4 Atividade Hemolitica

O resultado da atividade hemolitica mostrou que o extrato EAFJ apresentou
atividade hemolitica de 60% na maior concentragio (500 pg/ml.), enquanto o EAFM
apresentou mais de 60% de atividade hemolitica, na concentragio de 125 png/ml. (Figura
5). O teste de hemolise in vitro tem sido utilizado como screening para avaliagdo
toxicologica de diferentes espécies vegetais (DESOTI et al., 2011; PASQUINI-NETTO
et al., 2012; QUELEMES, et al., 2017).
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Figura 3. Attvidade hemolitica de extratos agquesos de folhas jovens (EAFTD e maduras
(EAFMD de Copernicia prusifera (Ml HE . Moore.
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Forte: autoria prdpria (201 8).

A atwidade hemolitica dos extratos possivelmente se deve a presenca de
taninos que apresentarn a capacidade de precipitar a hemoglobina (FEESNO et al |
2009).  As concentragdes registradas nas amostras  estudadas estico acima das
concentragdes oue apresentaram  atividade citotdxmica contra linhagens tumorais,
representando dessa fortna uma promissora fonte de compostos bioatives como forma

alternativa para a busca de nowvos tratamentos dessas neoplasias.

4.4 CONCLUSAD

O testes fitoquimicos qualitatives indicaram a presenca de tanines, saponinas e
arucares redutores nas duas amostras de extratos, sends que apenas no EAFT fo
detectado a presenca de alcaloide, e no EAFM, flavondis. O conteude de fendlicos dos
extratos, esta intimatnente ligada as atividades biolégicas desempenhadas por esta
classe de compostos, assim como as outras classes detectadas qualitativamente no
presente estude.

Aidentificacio dos grupamentos no FI-IE sugere que os principats consttmntes
destes extratos foram compostos cque apresentaram grupos aldeidos, ésteres, éteres e
anels aromaticos, confirmados nos resultades obtidos na andlize fitogquimica e

eletroquimica do extrate, of oquais evidenciaram a presenca de saponinas, fendis e
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flavonoides. Entretanto, a superposigdo de bandas mostra que ndo houve diferenga
significativa entre os extratos.

Os resultados de citotoxicidade mostraram que o EAFJ e o EAJM apresentaram
potencial citotoxico melhor contra células tumorais do glioblastoma (SF-295). O EAFM
mostrou-s¢ mais citotoxico contra as demais linhagens, do que o EAFJ. O teste de
atividade hemolitica demonstrou que, de modo geral, os extratos ndao provocaram
hemolise nas concentragdes que apresentaram atividade biologica, sugerindo que a cera
epicuticular representa uma nova fonte alternativa para a pesquisa no tratamento de

neoplasias.
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5. CAPITULO 2 — INFLUENCIA DOS SOLVENTES NA REMOCAO DA CERA
EPICUTICULAR DE FOLHAS DE Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E HEMOLITICA

RESUMO

A folha de Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore ¢ a parte da planta que dispde de
maior importancia econdomica devido a extragdo do po cerifero da cera epicuticular que
as recobre. Estudos que explorem o potencial biolégico utilizando a folha sio escassos.
Objetivou-se realizar a caracterizagio fitoquimica, atividade antioxidante e hemolitica
de extratos aquosos, etandlicos e metandlicos de folhas jovens e maduras de C.
prunifera apds tratamento com cloroféormio (CHCIs) e hexano (CsHiz) para a remogio
da cera epicuticular. Os extratos foram investigados quanto a presenca de metabolitos
secundarios por analises fitoquimicas qualitativas (fendis ¢ taninos, flavonoides gerais,
saponinas, acidos organicos, polissacarideos ¢ agucar redutor) e fisico quimicas
(Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier — FTIR), além da
avaliacdo da atividade antioxidante, pelo método 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS ++) e determinagido da atividade hemolitica. A microscopia eletrénica
de superficie (SEM) mostrou eficacia dos tratamentos na remog¢ao da cera das folhas. As
folhas maduras tiveram rendimento percentual bruto maior em relagdo ao rendimento
das folhas jovens. Todos os extratos de ambos os tratamentos (cloroformio ¢ hexano)
apresentaram pH neutro, com excegdo dos extratos etandlico (4.7) e metandlico (5.9) de
folhas verdes tradadas com hexano, que apresentaram pH acido e levemente acido,
respetivamente. Os testes fitoquimicos qualitativos mostraram a presenca de agluicar
redutor, taninos condensados e saponinas nos extratos, com excecdo do extrato
etanolico das folhas jovens tratadas com cloroformio (EEFIC) e do extrato aquoso das
folhas jovens tratadas com hexano (EAFJH), onde nio foram detectadas a presenga de
saponinas. A andlise de FTIR revelou a presenga de bandas associadas a esses
metabolitos. A atividade antioxidante (AA) dos extratos de folhas tratadas com
cloroférmio variou entre 22,7 a 221,85 ug VEAC/mg de extrato, enquanto a AA dos
extratos de folhas tratadas com hexano, variou de 132,11 a 217,43 ug VEAC/mg de
extrato. Diante dos resultados obtidos, verificou-se que os tratamentos quimicos foram
eficazes na remogido da cera epicuticular da superficie das folhas, ¢ que estes
promoveram diferencas nas atividades entre os extratos, que podem ser demonstradas
nos resultados das analises das atividades antioxidante e hemoliticas.

Palavras-Chave: ABTS. Atividade Hemolitica. FTIR. Tratamento quimico. Folhas.
Copernicia.
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INFLUENCE OF SOLVENTS IN THE REMOVAIL OF THE EPICUTICULAR
WAX OF LEAVES OF Copernicia prunifera (Mill) IHILE. Moore AND
EVALUATION OF ANTIOXIDANT AND HEMOLYTIC ACTIVITY

ABSTRACT

The leaf of Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore is the part of the plant that has
greater economic importance, due to the extraction of the ceriferous powder of the
epicuticular wax that recovers them. Studies exploring the biological potential using leaf
are scarce. The objective of this study was to characterize the phytochemical,
antioxidant and hemolytic activity of aqueous, ethanolic and methanolic extracts of
young and mature leaves of C. prunifera after treatment with chloroform (CHCI13) and
hexane (CoH12) to verify their influence on them. The extracts were investigated for the
presence of secondary metabolites by qualitative phytochemical analyzes (phenols and
tannins, general flavonoids, saponins, organic acids, polysaccharides and reducing
sugar) and physical chemistry (Fourier transform infrared spectroscopy - FTIR) of
antioxidant activities by the 2,2-azinobis (3-cthylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS + ) method and determination of hemolytic activity in human erythrocytes.
SEM showed the effectiveness of the treatments in the removal of the wax from the
leaves. Mature leaves had a higher crude percentage yield compared to young leaf yield.
All extracts from both treatments (chloroform and hexane) presented neutral pH, except
for ethanolic (4.7) and methanolic (5.9) extracts of green leaves with hexane, which
presented slightly acidic pH. The qualitative phytochemical tests showed the presence
of reducing sugar, condensed tannins and saponins in the extracts, except for the
ethanolic extract of the young leaves treated with chloroform (EEFJC) and the aqueous
extract of young leaves treated with hexane (EAFJH). The presence of saponins. FTIR
analysis revealed the presence of bands associated with these metabolites. The
antioxidant activity (AA) of leaf extracts treated with chloroform ranged from 22.7 to
221.85 ug VEAC / mg extract, while the AA of leaf extracts treated with hexane ranged
from 132.11 to 217.43 ug VEAC / mg extract. It was verified that the chemical
treatments were effective in the removal of the epicuticular wax from the leaf surface,
and that these promoted differences in the activities between the extracts, which can be
demonstrated in the results of the analysis of the antioxidant and hemolytic activities.

Keywords: ABTS. Hemolytic activity. Chemical treatment. FTIR. Leaves. Copernicia.
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5.1 INTRODUCAO

Copernicia prunifera, conhecida popularmente como carnauba e pertencente a
familia Arecaceae, ¢ uma palmeira nativa do semiarido Nordestino, podendo ser
encontrada nas regides Norte ¢ Centro-Oeste do Pais (FLORA DO BRASIL 2018),
formando densos carnaubais (ROCHA et al., 2015).

A carnaubeira é uma palmeira nativa que agrega grandes valores para a
economia do nordeste do pais, se destacando das outras palmeiras exploradas
comercialmente pela extragio do pd cerifero proveniente das folhas. Essa matéria prima
¢ atualmente a de maior importancia, quando comparado aos outros produtos extraidos
da espécie (COSTA, GOMES, 2016). E bastante utilizada na fabricagio de cera, um
produto natural de grande valor para as industrias farmacéuticas, quimicas, eletronicas,
alimenticias ¢ cosméticas, devido a suas propriedades fisico-quimicas (TAVEIRA et al.,
2014).

A cera de camatba teve grande importincia no desenvolvimento
socioecondomico do Piaui, que atualmente é o principal produtor do péd cerifero,
chegando a produzir em torno de 9.983 toneladas/ano, seguido pelo Ceara e Maranhao,
com 7.307 ¢ 562 toneladas/ano, respectivamente (IBGE, 2016; BEZERRA, 2013).

A cera epicuticular que recobre as folhas, principalmente as mais jovens, € rica
em triacantanol (TRIA), um élcool alifatico de cadeia longa, usada no revestimento de
frutos in natura (MOTA et.al., 2006), e na composigio de produtos industriais como
cosméticos, capsulas de remédios, componentes eletrénicos, produtos alimenticios, cera
polidoras e revestimentos (DE CARVALHO, 2017).

Do produto cerifero do olho (folhas jovens), se obtém a cera tipo I, de aspecto
amarelo-clara, bastante utilizada nas industrias alimenticias, cosméticas ¢ farmacéuticas.
Do produto cerifero da palha (folhas maduras) se origina a cera do tipo 11l ¢ IV, de cor
amarela ou alaranjada e, cor escura, respectivamente e, que podem ainda apresentar 12
tipos de variagdes, dependendo do grau de impureza e forma (barra ou escamas).
(GOMES, NASCIMENTOQ, 2006).

A cera epicuticular consiste num mecanismo de adaptagio a fatores ambientais
¢ agentes externos, protegdo contra patégenos, bem como contribui para a manutengio e
equilibrio da palmeira, dificultando a perda de agua e controlando os niveis de
irradiagao que incide sobre elas (MESQUITA, 2005, VIEIRA et al., 2016). As

aplicacdes biologicas relacionadas ao extrato da folha da carnauba desprovidas de cera
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epicuticular sfo escassas. De forma geral, a cera epicuticular é retirada de folhas
previamente cortadas ¢ desidratadas ao sol, manualmente por batigdo (porrete), ou
mecanica por triturador de facas. (GOMES, 2006; FREITAS, 2011; SOUSA et al.,
2015). Estes métodos, entretanto, nfio apresentam 100% de eficacia na retirada do po.

Nao ha na literatura registro de informagdes sobre o po cerifero propriamente
dito, em relagiio a estudos fitoquimicos, fisico-quimicos, biologicos ou medicinais. Os
estudos sobre este tema estdo mais voltados para o produto da derivagdo do po, a cera,
seguido de estudos sobre as fibras e frutos da espécie.

Portanto, o presente estudo teve por objetivo avaliar a fitoquimica, atividade
antioxidante ¢ hemolitica de extratos foliares de Copernicia prunifera (Mill.) H.E.
Moore apés remocgdo da cera epicuticular de folhas jovens (olho) ¢ maduras (palha) com

diferentes solventes.

5.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Obtengio e preparo do material vegetal

Folhas jovens e maduras, além de amostras para herborizagdo (FIDALGO;
BONONI, 1989), foram coletadas na fazenda Trapia (S3°22°4.53” W41°46°25.9572),
localizada no municipio de Caxingd, Piaui, Brasil. O material testemunho encontra-se
depositado no Herbario Delta do Parnaiba (HDELTA) da Universidade Federal do
Piaui, Campus Ministro Reis Velloso, com o numero de tombo HDELTA 4596.
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3.2.3 Preparo, obtenciio e rendimento dos extratos

Das folhas (jovens/maduras) tratadas com cloroformio foram produzidos
extratos aquosos (EAFJIC/EAFMC), etanolicos (EEFJIC/EEFMC) e metandlicos
(EMFJIC/ EMFMC). Da mesma forma foram feitos extratos com a folhas
(jovens/maduras), tratadas com hexano: extrato aquosos (EAFJH/ EAFMH), etanolicos
(EEFIH/EEFMH) e metandlicos (EMFJH/ EMFMH). Apdés o tratamento, extratos
foram produzidos ¢ tiveram seus rendimentos percentuais brutos (RPB) calculados.

A metodologia para a preparagio dos extratos seguiu Parekh et al. (2006),
modificada por Miranda et al. (2015). Foram utilizadas trés por¢des de 30 g de folhas
trituradas para um volume de 300 ml de cada solvente de extracdo: agua destilada,
etanol (EtOH) e metanol (CH30H), na proporgdo 1:10 (m/v). As amostras foram
mantidas sob agitagdo constante por 24 horas, sem aquecimento, e em seguida, filtradas.
As solugdes alcodlicas (etanol e metanol) passaram por evaporador a vicuo
(Concentrador plus - Eppendorf®) e posteriormente por liofilizador (Enterprise I).

O rendimento dos extratos foi calculado pela formula:

Rendimento (%) = (Mrinat/Minicial) X 100
Onde Mrina € a massa do extrato seco e Mmicia € 0 material vegetal utilizado para

a preparagio do extrato (30g).

3.2.4 Fitoquimica
Para a determinacio das principais classes de metabdlitos secundarios: fendis,

taninos, saponinas, acidos organicos, agucar redutor, polissacarideos, flavonoides,
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presentes nas amostras, foi empregada a metodologia citada por Matos (2009). Todos os

testes foram realizados em triplicata.

3.2.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A analise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-
IR) foi realizada com o objetivo de identificar os principais grupos funcionais organicos
presentes nos extratos aquosos e alcodlicos de folhas pos-tratamentos quimicos de C.
prunifera.

A analise espectroscopica dos extratos das folhas tratadas foi realizada em
espectrometro na regido de infravermelho Shimadzu IRAffinity-1S, na faixa espectral
de 4000-700 cm™! de resolugdo, pela técnica ATR (Atenuated Total Reflectance). Em
todas as amostras foram feitas 45 scans em cristal de seleneto de zinco (SeZn), para a

identifica¢io dos grupos funcionais presentes nos extratos.

3.2.6 Determinacio da capacidade antioxidante pelo método ABT S=+

Para a determinagdo da capacidade antioxidante pelo método de ABTS<+, foi
utilizada a metodologia descrita por Gido et al. (2007) com algumas modificagdes.
Inicialmente foi preparada uma solugdo do o cation radical ABTS e+, através da adigao
de 7 mmol L-1 de sal de diamoénio de ABTS (2.,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (Sigma-Aldrich) ) a 2,45 mmol L-1 de solu¢des de persulfato de potassio
(K28208) (Merk, Damstadt, Alemanha), incubada a temperatura ambiente por 16 horas,
ao abrigo da luz. Apds esse tempo, a solugdo de ABTSe++ foi diluida em agua ultrapura
até se obter uma solugdo com absorbancia de 0.7001£0,020, utilizando um
espectrofotdmetro 6405/UV-Vis-Spectrophotometer (Jenway, United Kingdom), a 734
nm.

Posteriormente, foi preparada concentragdes de 50, 100, 150, 200 e 250 ug/mlL.
do extrato e do padrio acido ascorbico. Para a leitura das absorbancias foram utilizados
60 uL de cada amostra ¢ 3 mL da solugao de ABTS ++, durante 6 minutos, a 734 nm. Os
resultados foram expressos em VEAC (Capacidade Antioxidante Equivalente ao Acido

Ascorbico).
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5.2.7 Atividade Hemolitica

A avaliagao da atividade hemolitica foi realizada seguindo a metodologia de
Marani et al. (2015). A amostra utilizada no teste foi coletada de um voluntario sadio de
grupo sanguineo “O” Rh negativo. Ao sangue coletado foi acrescentado EDTA como
anticoagulante e centrifugado com rotagdo de 3600 rpm por 10 minutos para separagio
dos eritrocitos do plasma. Os eritrocitos, entdo, foram lavados trés vezes com salina a
0,85%, ¢, em seguida, ressuspendidos utilizando novamente salina a 0,85% na
propor¢io de 1:10 (v/v). Dessa suspencio foi retirada uma aliquota de 400 pl e diluida
em 3600 pL de salina a 0,85%, na proporgao de 1:4 (v/v). O teste foi realizado em sete
concentragdes ¢ em triplicata: 500 ug/ml., 250 pg/ml., 125 pg/ml., 62,5 pg/ml., 31,25
pugml, 15,6 pg/ml. e 7.8 ng/ml., dos extratos aquosos, etandlicos e metandlicos das
folhas tratadas, também diluidas em salina. Para cada triplicata foi utilizada 150 uL da
amostra dos extratos ¢ adicionadas 150 uL de sangue diluido. As amostras foram
levemente homogeneizadas ¢ incubadas por 30 minutos na estufa a 37 °C, e
centrifugados por um minuto a 8000 rpm. Apods essa etapa, foi retirado 100 pl. do
sobrenadante e feita a leitura em leitor de ELISA a 492 nm. Como controle positivo foi
utilizado o Triton X ¢ como controle negativo a salina a 0,85%. O percentual da
atividade hemolitica dos extratos fo1 expresso pela equagao:

% Hemolise = (Absg— Abss) / (Abst— Abss) x 100

Onde:
% Hemolise = Percentual de hemolise
Absg = Absorbancia dos extratos
Abss = Absorbancia da salina

Abst = Absorbancia do Triton

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.3.2 Rendimento dos extratos

O rendimento dos extratos de folhas tratadas com cloroformio foi 2,9% e 9,1%,
para EMFIC ¢ EMFMC, respectivamente — extratos metandlicos; de 0,9% ¢ 5,4% para
EEFJC ¢ EEFMC, respectivamente — extratos etanolicos; ¢ 3,9% e 10,1%, para EAFIC
e EAFMC, respectivamente - os extratos aquosos.

Para os extratos de folhas tratadas com hexano, os extratos metandlicos tiveram
rendimento de 6,8% para EMFJH e 8,3% para EMFMH; as extragdes etandlicas tiveram
rendimento de 2,7% ¢ 2,8% para EEFJH ¢ EEFMH, respectivamente; ¢ os extratos
aquosos de ,4% para EAFJH e 7,7% para EAFMH.
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Figura 3. Rendimento Percentual bruto dos extratos de folhas jovens e maduras de C.
prunifera (Mill.) HE Moore tratadas com cloroférmio e hexano.
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Folhas jovens tratadas com cloroformio/hexano: — extrato aquoso (EAFJC/EAFIH); extrato etandlico
(EEFIC/EETH); extrato metanolico (EMFIC/EMFIH). Folhas maduras tradadas com cloroférmio/hexano:
- extrato aquoso (EAFMC/EAFMH), extrato etandlico (EEFMC/EEFMH); extrato metandlico
(EMFMC/EMFMH). Fonte: autoria propria (2018).

Os wvalores de pH dos extratos de folhas jovens tratadas com
cloroféormio/hexano foram alcalinos: extrato aquoso (8.2/7.9), etanolico (6.5/6.4) e
metanolico (6.8/6.7). Enquanto nas extragdes das folhas verdes apenas os extratos
aquosos (6.2/6.2) e os extratos etandlicos (6.7) e metandlicos (6.1) das folhas tratadas
com hexano apresentaram pH neutro, ja nas folhas verdes tradadas com cloroformio, os
pH encontrados foram de 4.7 ¢ 5.9, para extrato etandlico (acido) e metandlico
(levemente acido), respectivamente (Tabela 1).

As mesmas faixas de pH foram encontradas em outros estudos com C.
prunifera, como os de Pinto et al. (In prep.), em extratos da cera epicuticular de folhas
jovens (pH = 5.7) ¢ maduras (pH = 6.0); Cavalcanti. (2014), realizado com o6leo de
semente do fruto (pH = 6.02); Guimardes et al. (2014), também utilizando sementes,
registrou pH menor, 3.46; em estudos realizados com o fruto, o pH registrado foi de

4.55 (Bezerra, 2013), 4.43 (Nogueira, 2009) e 4.5 (Rufino et al., 2008).
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Tabela 1. pH dos extratos de folhas jovens ¢ maduras de Copernicia prunifera (Mill.)
HE Moore, tratadas com cloroférmio e hexano.

Meétodo de extracio

Tratamento Amostras Aquosa Etanolica Metandolica
(pH) (pH) (pH)
Folhas Jovens 8.2 6.5 6.8
Cloroférmio Folhas Maduras 6.2 6.7 6.1
Folhas Jovens 79 6.4 6.7
Hexano Folhas Maduras 6.2 4.7 5.9

Fonte: autoria propria (2018).

5.3.3 Fitoquimica

Os resultados obtidos da analise fitoquimica qualitativa mostraram a presenga
de agtcar redutor e taninos condensados comum em todas as extra¢des e em todas as
amostras. Saponinas ndo foram detectadas no EEFJC e EAFJH. No teste de
polissacarideos, onde o resultado positivo se da pelo escurecimento da amostra quando
adicionada o Lugol, alguns extratos das folhas maduras formaram precipitados como
EAFMH, EMFMH, EEFMC, EMFMC (Tabela 2), sendo considerados negativos para
esse teste. Uma possivel explicagido para este fato pode ser devido a presenga de taninos
na amostra, os quais formam complexos com alguns polissacarideos gerando
precipitados (PESSUTO, 2006).

Os resultados corroboram os registrados no estudo realizado pelo nosso grupo
de pesquisa, com a cera epicuticular das folhas jovens e maduras de C. prunifera (Pinto
et al. In prep.), onde foram verificados taninos, saponinas e agucar redutor em suas
composigdes. Silva et al. (2017) relataram os mesmos metabdlicos em extratos etandlico

e hexanico do fruto e diferentes partes de C. prunifera.
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Tabela 2. Fitoquimica qualitativa de extratos das folhas de C. prumifera (Mill.) HE

Moore.
Tratamento  Extratos Metabdlitos secundarios
ALC ACR ACO FEN TAC TAH SAP POL FLA
EAFJC + - - + = + . -
EEFIC + - - + - - - -
_ EMFIC + . . + = + = -
Cloroférmio BAFM 4 ) ) n ) n _ )
EEFMC + = = + “ + - =
EMEM + = = + - + - -
EAFTH + - - + - - - -
EEFIH + - . + - A+ . =
EMFIH + - - + - + - -
Hexano BAFM L ) ) L ) e i i
EEFM + - - + - + - -
EMEM + = = + = + = <

ALC: Alcaloides, ACR: Aglcar redutor, ACO: Acidos orginicos, FEN: Fendis, TAC: Taninos
Condensados, TAH: Taninos hidrolisaveis, SAP: Saponinas, POL: Polissacarideos, FLA: Flavonoides.
Fonte: autoria propria (2018). **Folhas jovens tratadas com cloroférmio/hexano: — extrato agquoso
(EAFJC/EAFIH); extrato etandlico (HEEFIC/EEJH); extrato metandlico (EMFIC/EMFEIH). Folhas
maduras tradadas com cloroformio/hexano: - extrato aquoso (EAFMC/EAFMH), extrato etantlico
(EEFMC/EEFMH); extrato metanolico (EMFMC/EMFEMH). Fonte: autoria propria (2018).

3.3.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

No FTIR das folhas tratadas foram encontradas algumas bandas de absorgao
comuns, como a banda larga de 3.493-3.332 c¢m ! (Figura 4), que indica deformagio
axial de liga¢Bes hidroxila (O-H), de alcoois aromaticos e alifiticos, presentes nas
estruturas de celulose e lignina (CARVAILHO, 2011; FERNANDES et al, 2011;
FERNANDES, 2011; PEREIRA, 2017), indicando também o aumento da
hidrofilicidade da folha pela exposigio desses grupos (PEREIRA et al., 2014).

Essas bandas sdo pouco evidenciadas nas extragdes aquosas, com excegio do
extrato aquoso das folhas jovens tratadas com cloroféormio (EAFJC), demonstrando a
presenca de fendis (KAVITA et al., 2016).

Na andlise também foi observada a presen¢a de bandas de 2930 ¢ 2958 cm™,
em todas as extragdes alcodlicas (etanodlicas ¢ metandlicas) (Figura 5 ¢ 6). Entretanto,
essas bandas ndo foram registradas nas extragdes aquosas (Figura 4) e pouco

evidenciadas no extrato metanolico de folhas maduras tradadas com cloroférmio

(EMFMC) (Figura ).
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Figura 4. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR),
de extragdo aquosa das folhas jovens e maduras de C. prunifera (Mill.) HE Moore
tratadas com cloroférmio e hexano.
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Fonte: autoria propria (2018).

O resultado registrado neste estudo corrobora com o resultado obtido no estudo
de Pinto et al. (In prep.), onde essas bandas também nao aparecem nos extratos aquosos
da cera epicuticular de C. prunifera e estdo relacionadas a grupos metilénicos e
metilicos, presente em materiais lignocelulosicos (de natureza hidrofobica e com
celulose, hemicelulose e lignina, como principais constituintes) (BALAT, 2011,
PEREIRA, 2017). A alcalinidade presente nos extratos aquosos interfere no modo de
extragio desses materiais (MOHANTY, 2005, MARQUES, 2012; PHILIPPINI, 2012).
Essas bandas também estdo associadas a presenga de alcanos, aldeidos, acidos e
carboxilas, componentes que fazem parte da composigdo natural das ceras cuticulares,
além de alcoois, esteroides e hidrocarbonetos (LEIDE et al., 2011; PEREIRA, 2017).
Também indicam a presenga de terpenos, fenodis e saponinas, caracterizados pelos
grupamentos C-H, O-H e C=0, respectivamente (VANAJA e KAVITHA, 2016;
OMRAN et al., 2017).
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Nas bandas compreendidas entre 1731-1544 cm

ocorrem vibragdes de
nucleos aromaticos (C=C), presente nas ligninas ¢ hemicelulose ¢ deformagio axial de
ligacio de ésteres (C = O), comuns em grupos aldeidos, cetonas e carboxilas (YANG et
al., 2007, FERNANDES et al., 2010; PEREIRA, 2014). E possivel observar que a
banda de 1600 cm™, compreendida dentro da faixa espectral citada, estd presente em
todas as extragdes, com excecio do extrato etanodlico de folhas jovens tratadas com
cloroformio (Figura 5). Essas bandas também indicam a presenga de saponinas
(KAVITA et al., 2016).

As bandas de absor¢ao observadas em todos os espectros e compreendidas
entre 1650-1515 ecm™, por sua vez, indicam deformagio angular de amidas (C-H e de N-
H), indicando a presenga de proteinas (VIMALA et al., 2014; JEMAL et al., 2017).

Entre as bandas de 1450-1405 cm™ ocorre deformagio angular de C-H de anéis
piranos presentes na estrutura da hemicelulose e deformagdo axial de 4cidos
carboxilicos. A banda de 1045 cm™! nio aparece no extrato ctandlico de folhas jovens
tratadas com cloroformio (EEFJC), enquanto em folhas tradadas com hexano (EEFJH ¢

EEFMC) essa banda aparece em menor evidéncia (Figura 5).
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Figura S. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-ATR),
de extragdo etandlica das folhas jovens ¢ maduras de C. prunifera (Mill.) HE Moore
tratadas com cloroférmio e hexano.
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Fonte: autona propria (2018).

As bandas de 1264-1245 ¢cm™, por sua vez, correspondem a deformagio axial
angular de C-C-C do grupo C-C (=0) das cetonas. As bandas entre 1095-1032 em’!,
indicam presenca de carbonilas (C-O) de compostos naturais orginicos dos extratos. As
bandas compreendidas entre 1200-1000 em™., também indicam forte presenga de alcoois
e fendis, caracterizadas por vibragdes de deformacgio axial de O-H e C-O (VIMALA et
al., 2014, VANAJA; KAVITHA, 2016). Além disso, indicam a presenga de éteres
(C=0) e ésteres (C-O) aromaticos.

As bandas de 833 a 782 cm™! correspondem a deformacio angular simétrica
fora do plano de N-H de amidas primarias ¢ secundarias, reforgando a presenca de

proteinas.
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Figura 6. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR),
de extragdo metanolica das folhas jovens ¢ maduras de C. prunifera (Mill.) HE Moore
tratadas com cloroférmio e hexano.
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Fonte: autona propria (2018).

3.3.5 Determinacio da capacidade antioxidante pelo método ABT S=+

Os resultados da analise de atividade antioxidante pelo método ABTS mostrou
que as folhas maduras de C. prunifera apresentaram AA melhor do que as folhas jovens,
independentemente do tratamento utilizado. E comparando a atividade antioxidante das
folhas jovens tratadas com cloroférmio com as tratadas com hexano, as tratadas com
hexano tiveram atividade antioxidante maior. JA em relagdo as folhas maduras, as
tratadas com cloroférmio tiveram AA melhor (Tabela 3). Ao que parece o tratamento
quimico utilizado exerce papel importante na determinagdo da AA dos extratos das
folhas.

A capacidade antioxidante dos extratos esta relacionada a presenga de compostos
fenolicos em sua composigdo, cuja atividade depende do numero e da posigio dos

substituintes no anel aromatico (DEGASPART; WASZCZYNSKYT. 2004).
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A distribuigdo dos constituintes nas ceras varia com os estagios de crescimento
¢ das condigdes ambientais da espécie, como por exemplo, temperatura ¢ indice

pluviométrico (WEN et al., 2006; FREITAS, 2011).

Tabela 3. Atividade antioxidante pelo método ABTS de diferentes extragdes de folhas
de C. prunifera (Mill.) HE Moore tratadas com cloroférmio e hexano.

ABTS
Extratos ug VEAC/mg extrato +
DP

Cloroférmio EAFIC 167,05 + 17,8

EEFIC 22,7+0,0

EMFJIC 96,20 +3,3
EAFMC 218,83+ 1,5
EEFMC 221,85 +0,63
EMFMC 220,34 + 2,05
Hexano EAFJH 187,92 £ 6,6
EEFIH 132,11 £ 5,9

EMFJH 216,8+ 1.9
EAFMH 217,43 £3,2
EEFMH 202,22 +£0,93
EMFMH 214,89 = 2,8

Folhas jovens tratadas com cloroformio/hexano: — extrato aquoso (EAFIC/EAFITH); extrato etandlico
(EEFIC/EETH); extrato metanolico (EMFIC/EMFEITH). Folhas maduras tradadas com cloroformio/hexano:
- extrato aquoso (EAFMC/EAFMI), extrato etanolico (EEFMC/EEFMH), extrato metandlico
(EMFMC/EMFMH). Fonte: autoria propria (2018).

5.3.6 Atividade Hemolitica

Os resultados mostraram que, com exce¢do do EAFIC, os extratos aquosos
apresentaram menos de 40% de atividade hemolitica na concentragio de 250 pg/ml. e
atividade hemolitica menor que 20% na concentragdo de 125 ug/mL, ¢ auséneia de
hemolise nas concentragdes iguais ou menores que 62,5 ng/mL. As extragdes aquosas

apresentaram atividade hemolitica < 70 % na maior concentragio, 500 ug/mL (Figura

.
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Figura 7. Atividade hemolitica de extragdoes aquosas de folhas de C. prunifera (Mill.)
HE Moore tratadas com cloroférmio e hexano.
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Fonte: autoria propria (2018).

Em relagdo a atividade hemolitica das extragdes ectandlicos, o EEFMC ¢
EEFJH apresentaram menos de 10% ¢ 0% de citotoxicidade para eritrocitos nas
concentragdes = 250 ng/mlL e < 125 pg/ml., respectivamente. Os extratos EEFIC ¢

EEFMH apresentaram auséncia de citotoxidade para eritrocitos nas concentragdes <

62.5 ng/ml., sendo menos biocompativeis que os anteriores (Figura 8).
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Figura 8. Atividade hemolitica de extragdes etanolicas de folhas de C. prumifera (Mill.)
H.E. Moore tratadas com cloroformio ¢ hexano
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Fonte: autoria propria (2018).

No que se refere aos extratos metanodlicos, ndo foi observada toxicidade nas
concentragdes testadas para o EMFJH. Entretanto, para EMFMC, EMFJIC ¢ EMFMH
apresentaram atividade hemolitica nas concentragdes < 125 pg/ml., < 62,5 pg/ml e <

15,6 pg/mL, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Atividade hemolitica de extragdes metanolicas de folhas de C. prunifera
(Mill.) HE Moore tratadas com cloroférmio e hexano.
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Fonte: autonia propria (2018).

Dentre todos os extratos, os que demostram menor ¢ maior biocompatibilidade
foram os extratos EMFMH (52% de hemodlise) ¢ EMFIC (0% de hemolise) na
concentragdo de < 125 pg/mL ¢ < 500 pg/mlL, respectivamente. Neste trabalho foi
verificado que as atividades hemoliticas de todos os extratos foram dependentes da

concentragio.

5.4 CONCLUSAO

Os resultados da SEM demonstraram que os solventes utilizados foram eficazes
na remog¢ao da camada cerifera da superficie e, que estes promoveram mudancas
estruturais pouco expressivas nas folhas. O rendimento dos extratos de folhas maduras
tratadas com cloroférmio foi melhor em relagio aos extratos das folhas maduras tratadas
com hexano. Enquanto o rendimento dos extratos de folhas jovens tratadas com hexano
foi melhor do que os extratos de folhas jovens tratadas com cloroférmio. Os testes
fitoquimicos qualitativos indicaram a presenga de taninos condensados ¢ agucares
redutores em todos os extratos, com excegdo do extrato ctandlico das folhas jovens
tratadas com cloroformio (EEFJC) e hexano (EEFJH), onde nio foram detectados

saponinas.
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Todas as extragdes de folhas tratadas com hexano apresentaram maior niimero
de bandas de absorgio de grupamentos quimicos quando comparados com o tratamento
com cloroférmio. A identificagio dos principais grupamentos no FT-IR sugere que os
principais constituintes destes extratos foram compostos que apresentaram grupos
aldeidos, ésteres, éteres ¢ anéis aromaticos, além de fendis, terpenos e saponinas, estes
ultimos, confirmados nos resultados obtidos na analise fitoquimica.

O presente estudo mostrou que os extratos de folhas de C. prunifera apresentam
diferentes indicadores de toxicidade que devem ser levados em consideracdo para

formulagdes desses extratos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os testes fitoquimicos qualitativos indicaram a presenga de taninos, saponinas

e aglcares redutores nas duas amostras de extratos aquosos do pé cerifero, sendo que
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apenas no EAFJ foi detectado a presenga de alcaloide, enquanto no EAFM foi a
presenga de flavonais.

Os dados de FTIR sugere que os principais constituintes de EAFJ e EAFM
foram compostos que apresentaram grupos aldeidos, ésteres, éteres e anéis aromaticos,
confirmados nos resultados obtidos na analise fitoquimica ¢ eletroquimica do extrato, os
quais evidenciaram a presenga de saponinas, fenois e flavonoides.

Os extratos da cera epicuticular apresentaram concentragdes consideraveis de
compostos fenolicos, que provavelmente estio envolvidos nas atividades biologicas dos
extratos, assim como as outras classes detectadas qualitativamente no estudo do capitulo
L.

O EAF] apresentou atividade antioxidante na concentragdo de 56, 48 + 21,91
mg EAG/ g de extrato e, o EAFM 158, 52 + 39,27 mg EAG/ g de extrato.

Todos os extratos da cera epicuticular apresentaram atividade citotoxica contra
as quatro linhagens tumorais testadas, sendo mais citotoxicos para a linhagem de
glioblastoma (SF-295), embora o EAFM foi mais seletivo.

O teste de hemolise de eritrocitos mostrou que os extratos de cera apresentaram
baixa atividade hemolitica, nio sendo tOxicos nas concentragdes que apresentaram
atividade biolégica, sugerindo que a cera epicuticular apresenta grande potencial como
busca alternativa para a pesquisa no tratamento de neoplasias.

Os resultados da SEM demonstrou que os solventes utilizados foram eficazes na
remogdo da camada cerifera da superficie e, que estes promoveram mudangas
estruturais pouco expressivas nas folhas.

O rendimento dos extratos metandlicos de folhas tratadas com cloroférmio foi de
2,9% e 9,1%, para EMFJC e EMFMC, respectivamente; para os extratos aquosos, o
rendimento foi de 3,9% e 10,1%, para EAFJC e EAFMC, respectivamente; ¢ para os
extratos etandlicos foi de 0,9% ¢ 5,4% para EEFIC ¢ EEFMC, respectivamente.

Ja o rendimento dos extratos metandlicos de folhas tratadas com hexano foi de
6,8% para EMFJH e 8,3% para EMFMH; nos extratos aquosos o rendimento foi de
3,4% e 7,7% para EAFJH e EAFMH, respectivamente; para os extratos etandlicos o
rendimento foi de 2,7% ¢ 2,8% para EEFJH ¢ EEFMH, respectivamente.

Os testes fitoquimicos qualitativos dos extratos das folhas tratadas indicaram a

presenga de taninos condensados ¢ agucares redutores em todos os extratos, com
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exceclo do extrato etanolico das folhas jovens tratadas com cloroférmio (EEFIC) e
hexano (EEFJH), onde nao foram detectados saponinas.

A 1identificagdo dos principais grupamentos no FTIR sugere que os principais
constituintes dos extratos foliares do capitulo 2, sdo compostos que apresentam grupos
aldeidos, ésteres, éteres ¢ anéis aromaticos, além de fendis, terpenos e saponinas, estes
ultimos, confirmados nos resultados obtidos na analise fitoquimica.

As extragdes (aquosa, etandlica e metandlica) de folhas maduras tratadas com
cloroféormio tiveram atividade antioxidante maior quando comparadas com folhas
maduras tratadas com hexano. No entanto as folhas jovens tratadas com hexano
apresentaram atividade antioxidante mais eficiente do que as folhas jovens tratadas com
cloroformio.

O presente estudo mostrou que os extratos de cera epicuticular ¢ folhas de C.
prunifera apresentam potencial biolégico, e que estes devem ser levados em

consideragdo para a busca ¢ isolamentos de compostos bioativos.
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