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1. RESUMO

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado
o papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes
responsaveis pelo envelhecimento e pelas doencas degenerativas
associadas ao envelhecimento, como cancer, doencgas cardiovasculares,
catarata, declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais.O uso das
plantas medicinais e suas virtudes terapéuticas foram acumulados durante
séculos, e muito desse conhecimento empirico se encontra disponivel
atualmente. O conhecimento sobre plantas medicinais representou e
ainda

representa o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos
étnicos. O mulateiro é largamente utilizado na medicina popular, pois
apresenta propriedades cicatrizantes, antimicético, antibacteriana,
antioxidante, antiparasitica, repelente e inseticida, sendo empregada em
cosméticos. Neste sentido o presente trabalho pretende avaliar o
potencial antioxidante das cascas do mulateiro a parti da obtencdo de
fracbes em diferentes polaridades dos extratos brutos das cascas do
mulateiro (Calycophyllum spruceanum), avaliar a atividade antioxidante
dos extratos e fracGes pelo método de sequestro de radicais livres (DPPH)

e determinar a quantidade de Fendis Totais
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2. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial dieeias tem indicado o papel chave
dos radicais livres e outros oxidantes como graneigsonsaveis pelo envelhecimento e
pelas doencas degenerativas associadas ao enmehémi como cancer, doencas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistemaéngaudisfuncdes cerebraisl (ATOUI,
et al., 2005).

A producdo de radicais livres € controlada nossseieos por diversos compostos
antioxidantes, os quais podem ter origem endégmraei., superoxido dismutase), ou
serem provenientes da dieta alimentar e outrasdoridestas Ultimas destacam-se
tocoferdis (vitamina E), acido ascorbico (vitam@g polifendis, selénio e carotendides.
Quando h& limitagdo na disponibilidade de antiaxida podem ocorrer lesdes
oxidativas de carater cumulativo. Os antioxidant@® capazes de estabilizar ou
desativar os radicais livres antes que ataquenivos hioldgicos nas células (ATOUI,
et al., 2005).

O Brasil é reconhecido pela exuberancia e variedadgs#antas tropicais, sendo algumas
amplamente utilizadas na medicina popular (SUFREDéNal., 2004). Muitas plantas
dos biomas brasileiros, tais como o cerrado, &$laramazonica e a mata atlantica tém
sido utilizadas como farmacos naturais pelas pgpekalocais no tratamento de varias
doencas tropicais, incluindo esquistossomose, rfesiose, malaria e infeccdes
fungicas e bacterianas (ALVESet al., 2000).

O uso das plantas medicinais e suas virtudes tgfep&€ foram acumulados durante
séculos, e muito desse conhecimento empirico sentracdisponivel atualmente. O
conhecimento sobre plantas medicinais represerginda representa o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étr(ibbSTASI, 1996).

A Quimica de Produtos Naturais € dentro da quirbiesileira a area mais antiga e a
que, talvez ainda hoje, congregue um maior numerpeasquisadores (PINTO et al.,
2002). Testes fitoquimicos sdo essenciais para eatifitacdo dos componentes
presentes nos produtos naturais obtidos de plgniasipalmente quando estes extratos



possuem bioatividade e se pretende isolar subatircifim de encontrar principios
ativos.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WORLD HHEHAIORGANIZATION,
2002), mais de 90% das classes terapéuticas aturienutilizadas derivam de produtos
naturais. Além disso, Newman e Cragg (2007) deiremasn que a area dos produtos
naturais forneceu, direta ou indiretamente, apnadiamente 50% de novas
micromoléculas langadas entre 2000 e 2006.

O mulateiro Calycophyllum spruceanum),tambem conhecido como pau-mulato € uma
planta da familia Rubiacea e endemica da regiaoz@mea, podendo ocorrer na
Bolivia, Peru, Colombia, Venezuela e Brasil. No $#rabcorre principalmente no
Amazonas, trazendo um grande potencial economi@ geegiao, pois sua madeira €
moderadamente pesada, dura, de coloracdo brandacpata, resistente a deterioracao
e facil de trabalhar, sendo empregada em moldwdgjos torneados, cabos de
ferramentas, raquetes de ténis e ping-pong, vigashros, esquadrias, pisos,
compensados, construgdo naval e lenha. Alem deneatmente ornamental, podendo
ser empregada na formacao de aleias, alamedasas sgvas. Além disso, é indicada
para plantios mistos em areas ciliares degrad&sss. planta é largamente utilizada na
medicina popular, pois apresenta propriedades ridaates, antimicético,
antibacteriana, antioxidante, antiparasitica, egel e inseticida, sendo empregada em
cosmeéticos.

Alguns destes cosmeticos tem como principal atded@ antienvelhecimento, tal
atividade esta diretamente ligada ao potencialoxidthinte de algumas substancias
presente. Os antioxidantes sdo um grupo de submtadgoe, quando presentes em
concentracdes ideais em relacdo aos substratosavessd inibem ou atrasam
significativamente os processos oxidativos podesdo divididos em enzimaticos,
solaveis, nutricionais e sequestradores de megdisadsicao (Vaya, 2001).

Pulido et al. (2000) descrevem o método FRAP (E€teducing Antioxidant Power) —
Poder Antioxidante de Reducédo do Ferro (Fig. 1) @arma alternativadesenvolvida
para determinar a reducdo do ferro em fluidos biolss e solucbes aquosas de
compostos puros. O método pode ser aplicado nderdenpara estudos da atividade
antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, n@nbém, para o estudo da
eficiéncia antioxidante de substancias puras, cesultados comparaveis aqueles

obtidos com outras metodologias mais complexas.



3. MATERIAIS E METODOS

As atividades iniciaram-se com a coleta das cascas do mulateiro (Calycophyllum
spruceanum), aonde mesma encontra-se na area do Instituto de Educago, Agricultura e
Ambiente (IEAA) da Universidade Federal do Amazo(dsAM). Apbs essa retirada foi
armazenada para que pode-se secar, aonde secagem foi feita ao ar livre sem
utilizacdo de equipamentos. ApOs seca as cascas passaram por um processo de
quebra manual, com a finalidade de reduzir o tamanho para assim poder ser moer a

mesma.

Esse processo de moer a casca foi realizada no laboratério situado no prédio da
UFAM com o auxilio de um moedor elétrico, ap0s esse processo a casca moida foi
levado ai laboratorio de biologia que esta localizada no prédio do Instituto de Educago,
Agricultura e Ambiente (IEAA) da Universidade Fealedo Amazonas (UFAM)aonde foi

utilizada para a preparacao dos extratos.

Para a realizacdo do extrato foi utilizado o métddoextracdo que consiste no
meétodo de separacdo do liquido ou solido de um&raistravés de um componente

essencial que seria o0 solvente. Para se realigampescesso foi preparado um recipiente



no qual tinha a finalidade de resfriar a agua. ufag 1)

Figura 1: Método de extracao

Apos esse processo o liquido foi dividido em remipeés de vidros e levados para
a estufa para que ocorresse a vaporizacdo dodiguith que restasse apenas o extrato
bruto apoés isso foi feita a raspagem do materialrdoipientes e armazenados em um

recipiente.

Apos esse procedimento foi realizado o método déHF-Rue segundo Pulido et
al. (2000) trata-se de uma alternativa desenvolpata determinar a reducéo do ferro
em fluidos biolégicos e solucdes aquosas de compgstiros. O método pode ser
aplicado ndo somente para estudos da atividadexatante em extratos de alimentos e
bebidas, mas, também, para o estudo da eficiéntiaxalante de substancias puras,
com resultados comparaveis aqueles obtidos coramtetodologias mais complexas.
No qual esse processo foi realizado na cidade dedda na Universidade federal do
amazonas, realizada pelo professor Fabiano Meskndo utilizados os seguintes

materiais:

Reagentes:
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* Acetato de sédio trihidratado (PM = 136,08)

» Acetona P.A.

« Acido acético glacial P.A.

« Acido cloridrico P.A. (PM = 36,5; d = 1,19)

« Agua destilada

» Alcool metilico P.A.

* Cloreto férrico hexahidratado (PM = 270,3)

« Sulfato ferroso heptahidratado (PM = 278,02)

* TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (PM = 3124) - Sigma, cddigo T1253 ou

equivalente.
Equipamentos e Vidrarias:
*Agitador de tubos de ensaio
*Balanca analitica
*Baldo volumétrico de 10 mL, 50 mL e 1.000 mL
*Banho-maria
*Cronémetro digital
*Cubetas de vidro (4 x 1 cm)
*Espectrofotdmetro
*Pipeta automatica (10 puL — 1.000 pL)
*Proveta de 50 mL
*Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL)
O preparado das solucdes se deu da seguinte forma:

Solucéo de Metanol a 50%
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Em balédo volumétrico de 1 L, adicionar 500 mL dmdl metilico; completar o
volume para 1.000 mL com &gua destilada, homoganeiransferir para um frasco de
vidro devidamente etiquetado. Armazenar em temperatmbiente por tempo

indeterminado.
Solucédo de Acetona a 70%

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 700 mL detawca; completar o volume
para 1.000 mL com agua destilada, homogeneizansfarir para um frasco de vidro
devidamente etiqguetado. Armazenar em tempe-ratunabieate por tempo

indeterminado.
Solucéo de HCI 40 mM

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 3,34 mL del idoncentrado; completar
0 volume para 1.000 mL com agua destilada, homazgne transferir para um frasco
de vidro devidamente etiquetado. Armazenar em teatyp@ ambiente por tempo

indeterminado.
Solucédo de TPTZ 10 mM

Dissolver 3,12 g de TPTZ em, aproximadamente, 5 aeLHCI 40 mM e
completar o volume para 1 L em um baldo volumétmm HCI 40 mM, homogeneizar
e transferir para um frasco de vidro ambar deviddenetiquetado. Armazenar sob

refrigeracdo por até um més.
Solucéo de Cloreto Férrico 20 mM

Dissolver 5,4 g de cloreto férrico em agua desdilaccompletar o volume para 1
L em um baldo volumétrico com 4gua destilada, h@amegar e transferir para um

frasco de vidro ambar devidamente etiquetado.
Tampéao Acetato 0,3 M, pH 3,6

Dissolver 3,1g de acetato de sddio em 16 mL deodaiético glacial e completar
o volume para 1 L em um baldo volumétrico com éadestilada, homogeneizar e

transferir para um frasco de vidro ambar devidametituetado.
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Solucéo do Reagente FRAP

O reagente FRAP é obtido a partir da combinac&bdal de tampéao acetato 0,3
M, 2,5 mL de uma solucdo de TPTZ 10 mM e 2,5 mluka solucdo aquosa de cloreto
férrico 20 mM, devendo ser usado imediatamente spa@preparacao.

Solucéo Padréo de Sulfato Ferroso2 mM

Dissolver 27,8 mg de sulfato ferroso em agua @ektie completar o volume para
50 mL em um baldo volumétrico com agua destiladmdyeneizar e transferir para um

frasco de vidro ambar devidamente etiquetado.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

NosUtimos anos, uma quantidade substancial @éneias tem indicado o papel chave dos
radicais livres e outros oxidantes como grandgsoresveis pelo envelhecimento e pelas doergas
degenerativas associadas ao envelhecimento, cao®, @oergas cardiovasculares, catarata,
declinio do sistema imune e disfunfes cerebraiss®das plantas medicinais e suas virtudes
terapéuticas foram acumulados durante culosjte desse conhecimento empirico se encontra
disponivel atualmente. O conhecimento sobre planticinais representou e ainda representa

ounico recurso terapéutico de muitas comunidadgapos énicos.

O mulateiro é largamente utilizado na medicinautep pois apresenta propriedades
cicatrizantes, antimidtico,antibacteriana, antlaxite, antiparasitica, repelente e inseticida,send
empregada em cosnegticos. Para evidenciar o poltesntiimxidante do extrato etardiico das
cascas do mulateiro fora utilizadas as tecnicasdenBial Antioxidante pela redugo de ferro
(FRAP) e Fenois Totais.

O resultado obtido na determinago dos ferdsstof@il) pelo métod Folin—Ciocalteu,
expresso como equivalentes deécido gdlico (EAGpmte extrato bruto foi de 250,868,35 (mg
EAG/g de extrato EtOH) e para o FRAP foi de 0,1,0Humol Fe2+/mg. Os resultados
mostraram uma quantidade pequena de compostisofeféente ao Acido GAlico e intermedario

para a redugo de ferro comparado com outras pldatéamilia Rubiaceae.

5. Conclusoes

A relago entre compostos ferdlicos e 0 FRAP raoostrou relevante, devendo-se assim
mensuraresse potencial antioxidante em fragedatertes polaridades do extrato bruto.
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