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RESUMO

As tinturas mées (TM’s) séo extratos etanolicos obtidos a partir de plantas, sendo um tipo de
formulacdo muito comum a ser utilizado na producdo de medicamentos homeopaticos. Seu
efeito terapéutico esta parcialmente atribuido a presenca de fitoquimicos e associado, muitas
vezes, ao saber popular. Neste trabalho foram estudadas treze tinturas maes obtidas a partir de
partes (folha, raiz, casca, rizoma, flor) de nove diferentes plantas coletadas na regido de
Governador Valadares-MG. As TM’s foram preparadas pelo processo de maceragdo de
material vegetal fresco das seguintes plantas: Petiveria alliacea (Guiné); Solidago chilensis
(Arnica); Erythrina verna (Mulungu); Myrciaria dubia (Camu-camu); Manilkara longifolia
(Paraju); Pfaffia glomerata (Ginseng-brasileiro); Costus spicatus (Cana de Macaco); Spondias
tuberosa (Umbu); Curcuma longa (Agafrdo da terra), em solucdo hidroalcodlica 70%. A
atividade bioldgica das TM’s foi avaliada frente a viabilidade celular por meio do ensaio com
corante brometo de dimetilazol difeniltetrazélio (MTT) e a producdo de 6xido nitrico (NO)
em linhagem de macrofagos murinos (RAW 264.7) apos estimulacdo com lipopolissacarideo
(LPS) e Interferon-gama (IFN-y). Além do teor de compostos fendlicos totais (TPC) pelo
método Folin-Ciocalteu e a atividade antioxidante (AA) usando radicais livres DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil). De modo geral, as TM’s ndo apresentaram citotoxicidade a cultura de
células RAW 264.7. Todos os extratos inibiram a producdo de NO em alguma concentracdo
testada (2,5; 5,0; 10,0ng/mL), porém os extratos das TMs Paraju(folha), Umbu(folha), e
Acafrdo da terra(Rizoma) foram que tiveram os melhores. O teor de compostos fendlicos
totais das plantas variou entre 41,5 — 1449,1 mg equivalentes de &cido géalico(AGE)/ L tintura
mde. As TMs com maior teor de compostos fenodlicos foram Camu-camu(folha) e
Paraju(folha). E atividade antioxidante em termos de IC50 variou entre 14,1 — 445,8 mg AGE/
L tintura mae. As TMs com melhor atividade antioxidante sdo Ginseng-brasileiro(rizoma),
Paraju(folha). Podemos destacar neste trabalho a importancia da presenca de compostos
fenolicos com potencial antioxidante observado em todas as TM’s estudadas. Nesse mesmo
sentido, algumas TM’s estudadas também apresentaram capacidade de inibicdo da producéo
de NO, sendo, portanto, amostras promissoras para posteriores estudos.

PALAVRAS-CHAVE: Tinturas-mde; RAW 264.7; Antioxidantes; Compostos
fendlicos.



ABSTRACT

Mother tinctures (MTs) are ethanolic extracts obtained from plants, being a type of
formulation frequently used in homeopathic production of health problems. Its therapeutic
effect is partly attributed to the presence of phytochemicals and is often associated with
popular knowledge. In this paper, thirteen mothers tinctures were studied, obtained from parts
(leaf, root, bark, rhizome, flower) of nine different plants collected in Governador Valadares-
MG region. The MTs were prepared by fresh plant material maceration of the following
plants: Petiveria alliacea (Guiné); Solidago chilensis (Arnica); Erythrina verna (Mulungu);
Myrciaria dubia (Camu-camu); Manilkara longifolia (Paraju); Pfaffia glomerata (Ginseng-
brasileiro); Costus spicatus (Cana de Macaco); Spondias tuberosa (Umbu); Curcuma longa
(Acafrdo da terra), in hydroalcoholic solution 70%. The MTs biological activity was
evaluated against cell viability with dimethylazole diphenyltetrazolium bromide (MTT) and
nitric oxide (NO) production in murine macrophages (RAW 264.7) after the development of
lipopolysaccharide (LPS ) and Interferon-gamma (IFN-vy). In addition to the content of total
phenolic compounds (CPT) by the Folin-Ciocalteu method and the antioxidant activity (AA)
using free radicals DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). In general, MTs did not show
cytotoxicity to RAW 264.7 cell culture. All extracts inhibited NO production at some tested
concentration (2.5, 5.0, 10.0 pg / mL), but the Paraju (leaf), Umbu (leaf) and Safflower
(Rizoma) extracts had the best. The total phenolic compounds content of the plants ranged
from 41.5 - 1449.1 mg of gallic acid (GAE)/L mother tincture. The MTs with higher content
of phenolic compounds were Camu-camu (leaf) and Paraju (leaf). And antioxidant activity in
terms of 1C50 varied between 14.1 - 445.8 mg GAE / L mother tincture. The MTs with better
antioxidant activity are Ginseng-Brazilian (rhizome), Paraju (leaf). The importance of the
presence of phenolic compounds with antioxidant potential observed in all the MTs studied is
highlighted in this paper. In the same sense, some MTs studied also showed a capacity to
inhibit NO production, making promising samples for further studies.

KEY-WORDS: Mothers Tinctures; RAW 264.7; Antioxidant; Phenolic Compounds.
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1) INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais pelo homem é relatada desde os tempos remotos.
Nas diferentes regides do Brasil as plantas sdo amplamente utilizadas na medicina popular
pelas comunidades locais, na maioria das vezes sdao o Unico meio desses povos alcancar a
cura. Assim, o uso de plantas medicinais representa um fator importante para a manutencgéo
das condicBes de saude das pessoas e prospeccdo de novos farmacos (HAMILTON, 2003;
GOMES et al., 2007; IBIAPINA, 2014).

Homeopatia € uma especialidade médica e farmacéutica que consiste em ministrar ao
doente, doses minimas do medicamento, de acordo com a lei dos semelhantes, para evitar a
agravacao dos sintomas e estimular a reacdo organica na direcdo da cura (FONTES, 2013).

Os medicamentos usados em homeopatia tém origem nos diferentes reinos da
natureza, assim como nos produtos quimico-farmacéuticos, substancias e/ou materiais
bioldgicos, patoldgicos ou ndo, além de outros agentes de diferente natureza (Farmacopeia
Homeopética Brasileira, 2011).

Para produzir medicamentos homeopaéticos a partir de vegetais, a primeira etapa é a
producdo de Tintura mée (TM). A TM é uma preparacao farmacéutica, na forma de solucéo,
resultante da acdo dissolvente e/ou extrativa de um insumo inerte hidroalcodlico sobre
determinado insumo ativo a partir da qual sdo obtidos os medicamentos homeopaticos
dinamizados (Farmacopeia Homeopética Brasileira, 2011).

O Reino Vegetal constitui a maior fonte para a preparacdo de medicamentos
homeopaticos. O vegetal pode ser usado inteiro e/ou suas partes, nas diversas fases
vegetativas, tais como: parte supraterranea, folha, flor, casca, lenho, rizoma, fruto, e semente
(Farmacopeia Homeopética Brasileira, 2011).

A Tintura mde homeopaética foi desenvolvida por Hahnemann para extrair principios
curativos dos vegetais, através de alcool, para serem administrados desta forma e, depois
como ponto de partida para o processo de dinamizagdo. As TM’s séo usadas em tratamentos
homeopaticos que envolvem problemas de salde leves a graves e seus efeitos benéficos foram
parcialmente atribuidos a presenca de fitoquimicos. Entre os fitoquimicos estdo 0s compostos
fenolicos, flavondides e taninos. A importancia da TM tém se tornado cada vez mais evidente
devido aos efeitos benéficos a salde por sua atividade antioxidante, e por serem responsaveis
por possiveis a¢oes farmacoldgicas (ANTOLOVICH et al., 2002).

Neste trabalho foram estudadas treze tinturas mées obtidas a partir de partes (folha,
raiz, casca, rizoma, flor) de nove diferentes plantas que sdo cultivadas na regido de

Governador Valadares-MG. As TM’s foram preparadas pelo processo de maceragdo de
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material vegetal fresco das seguintes plantas: Petiveria alliacea (Guiné); Solidago chilensis
(Arnica); Erythrina verna (Mulungu); Myrciaria dubia (Camu-camu); Manilkara longifolia
(Paraju); Pfaffia glomerata (Ginseng-brasileiro); Costus spicatus (Cana de Macaco); Spondias
tuberosa (Umbu); Curcuma longa (Acafrdo da terra). As TM’s foram submetidas a teste de
viabilidade celular e doseamento de 6xido nitrico (NO), quantificacdo do teor de compostos
fendlicos (TPC), atividade antioxidade (AA).

1.1) Importancia de utilizar testes de viabilidade celular e doseamento de 6xido
nitrico, quantificacdo do teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante

A viabilidade celular € um estudo importante, pois ird avaliar a toxicidade das TM’s
em estudo. A analise de viabilidade celular envolve a utilizacdo de ferramentas que
qualificam e/ou quantificam células “vivas”, ou seja, células metabolicamente ativas em uma
cultura (ROGERO et al., 2000). Assim, o teste de viabilidade é um método importante para
medir os efeitos toxicos das TM’s.

O ensaio de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT) €
amplamente utilizado, ele informa sobre a funcionalidade mitocondrial, sendo o primeiro
ensaio de viabilidade celular desenvolvido para testes conduzidos em placa de 96 pocos.
(RISS et al, 2004).

Os macrofagos séo as primeiras células a participar da resposta imunoldgica e podem
ser ativados por uma variedade de estimulos. Sua principal funcdo inclui a fagocitose de
particulas estranhas, a apresentacdo de antigenos, a producéo de citocinas e espécies reativas
de oxigénio (perdxido de hidrogénio — H,O;) e nitrogénio (6xido nitrico — NO) (JOHNSTON,
1988).

O éxido nitrico (NO) atua em muitos processos fisioldgicos, entre eles na regulacdo do
sistema imune. Além disso, essa molécula também faz parte do arsenal de primeira defesa do
organismo com poder microbicida. (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

Na maioria dos processos inflamatérios e autoimunes ocorre um alto nivel de
producdo de NO por macréfagos ou por neutréfilos ou outras células ativadas, com o intuito
de ser toxico para microbios, parasitas ou células tumorais, mas pode também lesar células
saudaveis vizinhas (DURNER et al, 1999). Um aspecto marcante desta molécula é a sua
capacidade de ser benéfica ou potencialmente toxica dependendo da concentragdo ou
depuracéo tecidual (FLORA FILHO, ZILBERSTEIN, 2000).
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Assim o doseamento de NO ¢ importante para poder selecionar TM’s que possam ter
capacidade de reduzir a produgéo de NO quando este estiver elevado no organismo (processo
inflamatorio), e gerar possiveis efeitos benéficos a saude.

A quantificacdo de compostos fenolicos nas TM’s também ¢ um estudo importante,
pois estudos com extratos contendo compostos fendlicos demonstraram poder antioxidante.
No reino vegetal sdo encontradas vérias fontes de antioxidantes naturais. (WETTASINGHE
& SHAHIDI, 1999).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: com atividade enzimatica e a
sem atividade. Antioxidantes com atividade enzimatica sdo os compostos capazes de bloquear
a iniciacdo da oxidacdo, ou seja, as enzimas que removem as espécies reativas ao oxigénio.
Na segunda classe (sem atividade enzimatica), estdo moléculas que interagem com as espécies
radicalares e sdo consumidas durante a reacdo. Nesta classificacdo, incluem-se os
antioxidantes naturais e sintéticos como os compostos fendlicos (MOREIRA & MANCINI-
FILHO, 2004).

Os compostos fenodlicos sdo produtos originados do metabolismo secundario das
plantas. Eles se formam em condicGes de estresse como, infeccBes, ferimentos, radiacfes UV
e se diferem em estrutura quimica e reatividade (NACZK, 2004).

Quimicamente sdo constituidos por anéis aromaticos com um ou mais grupos hidroxil
substituintes no anel. Existem cerca de cinco mil fenois, dentre eles, destacam-se 0s
flavonoides, acidos fenolicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis
(SHAHIDI & NACZK, 1995).

Existem varios métodos espectrofotométricos para quantificacdo de compostos
fendlicos em alimentos e plantas. Esses métodos sdo baseados em diferentes principios e sdo
usados para quantificar fendlicos totais, determinar um composto fenolico especifico ou uma
classe de fendlicos (BRUNE et al, 1991; ANGELO & JORGE, 2007).

O meétodo utilizado para avaliar o TPC foi Folin-Ciocalteu. O reagente de Folin-
Ciocalteu € mais sensivel a reducdo pelos fendis e diminui a tendéncia a precipitagéo.
(BRUNE et al, 1991; MAXSON, 1972).

O estudo dos compostos fenolicos é interessante, pois eles possuem acao benéfica para
0 organismo vivo. Eles atuam como antioxidantes em concentragdes relativamente baixas,
enquanto em altas concentra¢Ges comportam-se como pro oxidantes, visto que sao suscetiveis
a oxidacdo (ROBARDS, 2003), além disso, contribuem para a reducdo do risco de doencas
como catarata, cancer, aterosclerose, isquemia, alteracbes no sistema nervoso, dentre outras
(TEMPLE, 2000).
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Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes oriundos de fontes naturais tém sido
desenvolvidas em diferentes centros de estudos devido a sua importancia na prevencao do
desencadeamento das reagdes oxidativas, tanto nos alimentos como no organismo animal. Os
antioxidantes podem agir retardando ou prevenindo a oxidacdo do substrato envolvido nos
processos oxidativos impedindo a formacao de radicais livres (HALLIWEL, 1995).

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante, o aplicado foi o ensaio
de DPPH(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), pois € um método espectrofotométrico in vitro mais
utilizado atualmente. Este método é considerado, do ponto de vista metodoldgico, um dos
mais faceis, precisos e reprodutivos na avaliacdo da atividade antioxidante de sucos de frutas,
extratos vegetais e substancias puras, tais como flavonoides e terpenoides.

A escolha deste projeto foi com o intuito de descobrir plantas medicinais cultivadas na
regido de Governador Valadares, que tivesse poucos estudos cientificos. A partir das plantas
medicinais produzir TM’s e realizar estudos, para fazer uma triagem de quais TM’s teriam um

uso potencial no cotidiano, podendo as tinturas serem utilizadas na alopatia.

2) Revisdo na Literatura Cientifica

2.1) Petiveria alliacea

A Petiveria alliacea (Guiné) pertence a familia Phytolaccaceae possui cerca de 17
géneros e 125 espécies, distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais
mundiais.

Originaria da floresta Amazonica e distribuida em outras areas incluindo a América
Tropical, Caribe, Africa, Sri Lanka e o sudeste dos Estados Unidos (ALONSO, 1998). No
Brasil sdo muito encontrados na Regido Amazonica, todo Nordeste, Mato Grosso, Séo Paulo,
Rio de Janeiro e Minas Gerais.

A P. alliacea é uma planta aromética de 30 centimetros a 1 metro de altura, um
subarbusto perene, sublenhoso, ereto, pouco ramificado, com ramos compridos, delgado,
ascendentes; folhas curto-pecioladas, alternadas, estipuladas, membranosas, agudas no apice
estreitas na base; flores sésseis, pequenas, reunidas em inflorescéncias axilares terminais
espiciformes de coloracdo alva; androceu com 4 estames, gineceu unicarpelar com ovario
supero; fruto aquénio cilindrico, achatado e cerenado (DI STASI et al., 1989).

A espécie é conhecida popularmente no Brasil como guing, raiz-de-conconha, raiz-de-
guing, raiz-de-gamba (PE e SP), tipi, caa, erva-deguing, cangamba, embiaiendo, erva-de-alho

(MT), gerataca, gorana-timb0, gorarema, gorazema, iratacaca, macur, mocura-cad (AM),
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ocoembro, paraacaca, paracoca, pipi (RJ), entre outros (KUBEC & MUSAH, 2001; KUBEC
et al., 2003).

A planta inteira € constituida por triterpenos, cumarinas, betasitosterol, pinitol,
alantoina (alcaldide), alcool lignocerilico, acido lignocérico, lignocerato de lignoceril, alfa-
friedelonol, nitrato de potassio, &cido palmitico, &cido linoleico, &cido nonadecandico,
sitosterol, acido estearico e acido oleico (ALONSO, 1998).

As folhas contém alantoina, nitrato de potassio, alcool lignocerilico, lignocerato de
lignocerila, acido nonadecanoico, acido oleico, cido palmitico, acido estearico (SOUSA et al.
1987). Ha presenca ainda de esteroides, terpendides (isoarborinol, acetato de isoarborinol e
cinamato de isoarborinol), saponinas, polifendis e taninos (RIVAS, 1988).

As principais atividades biolégicas de P. alliacea se enquadram dentro do campo da
infectologia, reumatologia e oncologia. O extrato hidroalcodlico a 70% elaborado a partir das
partes areas tem atividade antimalarica in vitro frente a cepas de Plasmodium falciparum em
doses de 100ug/mL (SAUVAIN, 1989).

2.2) Solidago chilensis

O género Solidago (Asteraceae) possui 80 espécies, destas, 37 contam com alguns
estudos. As espécies possuem, de forma geral, atividade anti-inflamatdria, antimicrobiana e
analgésica (TAMURA, 2009; GOULART 2007; TORRES, 1985).

Essa planta pertence a ordem Asterales Lindl, familia Asteraceae Bercht. & J. Presl,
género Solidago L., espécie Solidago chilensis Meyen e consta na 1° Ed. da Farmacopeia
Brasileira (1926) (TROPICQOS, 2009).

Alguns autores ainda consideram como sinénimo Solidago microglossa (TROPICQOS,
2009). Popularmente é denominada de arnica-brasileira, arnica-silvestre, erva-lanceta, espiga-
de-ouro, lanceta, macela-midda, rabo-de-rojdo e sapé-macho (OLIVEIRA, 1998;
BRASILEIRO, 2006).

Solidago chilensis é encontrada em muitos paises da América do Sul, particularmente
nas regides sul e sudeste do Brasil (TORRES, 1985), sendo utilizada popularmente como
sucedanea da Arnica montana (arnica-verdadeira) (SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2002).

E um vegetal ereto medindo até 1 metro de altura por 1,5 cm de espessura na base.
Possui um caule simples, ndo ramificado, de cor verde claro a acinzentado. O colénquima
subepidérmico é pouco desenvolvido e os feixes vasculares sdo do tipo colateral aberto,

relacionados com canais secretores. Suas folhas sdo sésseis, serrilhadas na porcdo distal,
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alternas, membranosas, com até 10 cm de comprimento, 1,5 cm de largura e lisas.
(OLIVEIRA, 1998).

Estudos fitoquimicos demonstraram nas partes aéreas a presenca de alcaldides, taninos
e flavondides, no verdo e inverno. Na primavera encontra-se somente a presenca de taninos e
flavondides (CHICOUREI, 1997). Oleo essencial, &cidos carboxilicos, terpendides e
hidrocarbonetos alifaticos também foram encontrados na planta, sendo suas raizes ricas em
diterpenos (MOREL, 2006; TORRES, 1985).

A quercitrina, composto fendlico da classe flavonoide, identificado na planta, também
estd presente em outras plantas com atividade anti-inflamatoria. Estudos do efeito desse
composto demonstrou sua atividade anti-inflamatéria (MIRANDA, 2001; MEDINA, 2002).

2.3) Eythrina verna

Erythrina spp. € um género botanico da familia Leguminoseae (Fabaceae), possui
mais de cem espécies, presentes em regibes tropicais e subtropicais de ambos 0s hemisférios.
Sao arvores de porte médio, com madeira mole, flores grandes, vistosas, vermelhas ou
alaranjadas. Séo conhecidas popularmente pelos nomes de mulungu, suind, suina, sapatinho-
de-judeu, canivete, bico-de-papagaio, comedoi, molongo, murungu, corticeira, sananduva,
pau-imortal; coral tree, coral bean tree (inglés) (CORREA, 1984; LORENZI, 1992).

Erythrina verna possui uma arvore que mede entre 15 e 20 metros de altura, com
espinhos triangulares ao longo dos troncos. As folhas sdo compostas, longamente pecioladas,
trifoliadas, e medem até 12 cm de comprimento (LORENZI, 1992; CARVALHO,2008).

No Brasil mais de cem espécies sdo conhecidas como mulungu, os povos indigenas
utilizam algumas espécies de Erythrina para preparar 0 curare, po¢do paralisante da
musculatura, empregada para embeber flechas e dardos usados na caca e pesca. Também é
utilizada espécies de Erythrina como base de bebidas alucin6genas em rituais. A acdo
neurotropica da planta é explicada pela presenca de alcaloides eritrinicos, encontrados
principalmente nas sementes e na casca (FEITOSA 2005; MORAES, 2014).

H&a descricdo da presenca de flavondides (homohesperidina, faseolina), fendlicos
prenilados (faseolidina), triterpernos pentaciclicos (lupeol, eritrodiol), fitoesterdides
(betasistosterol, estigmasteroel) e alcal6ides nas cascas de mulungu (PANIZZA, 2012).

Estudos em fitomedicina envolvendo vérias partes de espécies de mulungu tém
demonstrado acao sedativa, ansiolitica, anticonvulsivante, e bloqueadora neuromuscular, por

meio de ativacdo de receptores GABA,, liberacdo de acetilcolina, ativacdo de receptores
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muscarinicos e liberacdo de célcio intracelular (CARVALHO et al, 2009; MARCHIORO et
al, 2005; VASCONCELOS et al, 2007).

2.4)  Myrciaria dubia

A espécie Myrciaria dubia é uma fruteira nativa de porte arbustivo, familia
Myrtaceae, natural da Amaz6nia, encontrado nas margens inundaveis dos rios e lagos da
Bacia Amazonica, regido de varzea e igap6 (VILLACHICA, 1996; SILVA, 2001).

Essa planta distribui-se por grande parte da Amazoénia brasileira, nos Estados do Par3,
Amapé, Amazonas, Ronddnia, Roraima e Mato Grosso. E encontrada, ainda, na Amazonia
peruana e na Amazonia venezuelana (MCVAUGH, 1963).

No Brasil a espécie é conhecida por diversos nomes: araca, aracarana, aragazinho,
araca-d'agua, araca-do-lago, cacari, murta, sardo e socoro, entretanto, 0 nome popular mais
comum é camu-camu, uma denominacao que a espécie recebeu no Peru e é encontrada na
maioria das referéncias sobre Myrciaria dubia (VILLACHICA, 1996).

Existe a necessidade de pesquisas de prospeccdo para o levantamento da distribuicéo
das populacGes nativas de camu-camu e conhecimento sobre os padrdes genéticos por causa
da variabilidade encontrada para as populacdes estudadas na Amazonia (TEIXEIRA et al.,
2004).

O camu-camu possui frutos que sdo promissores para a industria alimenticia e
farmacoldgica, tendo como funcdo de conservante antioxidante, cosméticos, sucos e pastilhas
de vitamina C. Seus frutos apresentam elevado conteudo de acido ascorbico. (ENCISO
NARAZAS, 1992; ROCA, 1965; YUYAMA et al., 2002).

Os principais compostos bioativos presentes no camu-camu sdo, vitamina C, -
caroteno, luteina, flavondides ndo antocianicos, acido eldgico e antocianinas (RIBEIRO,
2012).

2.5) Manilkara longifolia

Manilkara longifolia € uma planta natural da costa leste brasileira, presente nos
estados da Bahia e Espirito Santo (FABRIS, 2013).

Conhecida popularmente no Brasil como Paraju, M. longifolia pode ser reconhecida
pelo caule com ritidoma formando placas lenhosas, casca interna vinoso-escura, com
abundante latex; ramos robustos com cicatrizes foliares proeminentes; folhas longas dispostas

no apice dos ramos, douradas na superficie abaxial, com grande quantidade de nervuras
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secundarias paralelas conspicuas; pelos frutos globosos a discéides, de mesocarpo carnoso
fortemente latescente, com calice reflexo e estilete persistente (FABRIS, 2013).

Podem ser extraidas da madeira de Paraju, por intermédio de solventes organicos ou
por volatilizacdo, constituintes secundéarios. Constituintes que podem conter na madeira
abrangem taninos, Oleos, gomas, resinas, corantes, sais de acidos organicos, compostos
aromaticos, depositados preponderantemente no cerne, conferindo-lhe coloracdo mais
acentuada e maior densidade (HELLMEISTER, 1983).

Existem poucos estudos relacionados a Manilkara longifolia.

2.6) Pffafia glomerata

Pfaffia glomerata pertence a familia Amaranthaceae e encontra-se distribuida em toda
Ameérica do Sul, tropical e subtropical, desde as Guianas até Bolivia, Brasil e Argentina
(TESKE E TRENTINI, 2001).

Apresenta distribuicdo geogréfica ampla em todo o Brasil, com respectiva utilizagéo
medicinal tanto na regido amazonica, na regido nordeste como no sul-sudeste
(CARRICONDE, 1994; VAN DEN BERG, 1982).

Pfaffia glomerata é conhecida como fafia, ginseng do pantanal ou ginseng brasileiro,
considerada como sucessora do ginseng verdadeiro (Panax ginseng C.A. Meyer ).

Em estudos farmacoldgicos encontrou-se atividade antimicrobiana (ALCANTARA &
ANDRADE, 1994) e de atividade analgésica em modelos animais pelo método da placa
quente (SILVA et al., 1998).

Suas propriedades medicinais foram comprovadas como anti-inflamatério e analgésico
(NETO ET AL., 2005; QUEIROGA ET AL., 2008), no processo de cicatrizacdo de feridas da
pele (GUERREIRO ET AL., 2009; SILVA ET AL., 2010) e no efeito protetor da mucosa
gastrica (OTOFUGI, 2005), acdo benéfica na aprendizagem e memdria de ratos idosos em
modelos cronicos (MARQUES, 1998).

As raizes de P. glomerata sdo ricas em saponinas, acido famérico, &cido glomérico,
acido oleanolico, ecdisterona, rubrosterona, D-glicopiranosil-oleanolato, com importantes
atividades farmacoldgicas. Destaca-se a B-ecdisona, que apresenta atividade adaptégena
contra estresses fisico e mental (SHIOBARA et al., 1993; VIGO et al., 2003; KAMADA et
al., 2009).
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2.7)  Costus spicatus

A Costus spicatus é uma espécie pertencente familia Zingiberaceae (MENEZES, 2007),
também denominada cana do macaco ou cana-do-mato, é uma planta fitoterapica, nativa em
quase todo o Brasil, principalmente na mata atlantica e regido amazonica (SILVA JUNIOR,
1998). O rizoma desta planta € utilizado para o tratamento de patologias da bexiga e uretra e
para expelir pedras nos rins. A infusdo das partes aéreas é empregada no tratamento de
constipacdo, dor na garganta, diarreia (SILVA et al, 2000). Sua utilizacdo na medicina
tradicional ainda inclui o uso das folhas, hastes e rizomas como diurético e tonico (LORENZI
& MATOS, 2008).

A acdo antioxidante da C. spicatus ainda ndo estd bem esclarecida. Contudo, estudos
mostram que muitas espécies das Zinziberaceae podem sequestrar radicais livres (Haraguchi
et al, 1996).

Analises quimicas realizadas com as porcOes aéreas da Costus spicatus permitiram o
isolamento de flavono6ides como quercetina 3-O-neohesperidosideo, diglicosideos flavénicos(
tamarixetina 3-O-neohesperidosideo, o canferidio 3-O-neohesperidosideo)(SILVA et al,
2000). Na sua composicdo guimica € registrada ainda a presenca de acido oxalico, taninos,
saponinas, mucilagens e pectinas (VIEIRA & ALBURQUEQUE, 1998).

2.8) Spondias tuberosa

A Spondias tuberosa, popularmente chamada de umbu, o umbuzeiro é uma planta
frutifera do género Spondias, nativa de regides semiaridas do Nordeste brasileiro e
pertencente & familia das anacardiaceas. E uma arvore de pequeno porte, copa em forma de
guarda-chuva, esparramada, tronco curto, galhos retorcidos e muito ramificados. E uma planta
xerofila e caducifélia, por isso adaptada ao calor, aos solos pobres e de baixa densidade
pluvial (MENDES, 1990).

As folhas do umbu sdo compostas, com foliolos disticos e elipticos. A estrutura foliar
mostra caracteres anatdbmicos mesomdrficos relacionados as condigfes ambientais em que a
espécie vive (NASCIMENTO-SILVA & PAIVA, 2007).

Uma andlise etnofarmacolégica da Spondias tuberosa identificou usos diversos para
tratamento de algumas patologias, sendo elas: diabetes, inflamac@es, colicas uterinas, dores de
estdmago e hipocolesterolemia (LINS NETO et al., 2010).

A Spondias tuberosa Arruda (Anacardiaceae), € uma das mais importantes espécies
endémicas do semidrido brasileiro, pois é da vegetacdo semelhante a savana e ¢ amplamente

usado para alimentacéo, fins medicinais e lenha para combustivel (LINS NETO et al. 2010).
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Seu principal produto € a fruta, ela possui um gosto acido que é amplamente apreciado,
entretanto as folhas e cascas também possuem muitas utilizagdes na medicina popular para o
tratamento de diferentes doencgas, como diabetes, distdrbios lipidicos, diarreia, inflamacéo,
conjuntivite, doencas venéreas, colicas menstruais, parto placentario, infeccéo renal, afeccGes
da garganta e antiemético (ARAUJO et al. 2008 , LINS NETO et al. 2010).

O umbu possui compostos antioxidantes como fendlicos, carotendides e vitamina C.
No entanto, pouco se sabe sobre a composicao da semente, que contém 0leo, proteina e alguns
minerais, por isso devem ser feitos mais estudos com o intuito de investigar suas propriedades
(RIBEIRO et al, 2019).

2.9) Curcuma longa

A Curcuma longa L., é uma planta medicinal conhecida no Brasil popularmente como
Curcuma, Curcuma, Falso-acafrdo, Acafrdo, Gengibre dourado, Acafrdo da terra e Tumeric
(MALLMANN, 2012). A Curcuma longa possui semelhanga botdnica com as espécies
Amomum curcuma Jacg, Curcuma doméstica Valeton, Stissera curcuma Raeusch da familia
Zingiberaceae (LINNAEUS, 2014; BRASIL, 2010).

Esta planta é originaria do sudeste da Asia, sendo encontrada principalmente nas
encostas de morros das florestas tropicais da india. Foi introduzida no Brasil, e é cultivada ou
encontrada como subespontanea em varios estados (SCARTEZZINI e SPERONI, 2000).

E uma herbacea que possui caule subterraneo, de coloracdo alaranjado, rizomas
secundarios que vem sendo utilizada na industria alimenticia e farmacéutica em variadas
formas como: céapsula, comprimido, nanoparticulas, cremes, microcapsulas, gel, po, devido as
caracteristicas sensoriais, produgdo de 6leos essenciais, e corantes (BERNI 2014).

A Curcuma longa apresenta varios constituintes quimicos ativos como 0s compostos
fenolicos e curcuminoides presentes nos extratos etanélicos. Ja no éleo volatil de Curcuma
longa apresenta tumerona, ar-tumerona, f-tumerona, a-turmerona, terpinoleno, car-3-eno, o-
felandren, 1,8-cineol, zingibereno, B-sesquifelandreno, turmerol, a-atlantona, curlona, a-
terpineno, y-terpineno, linalool, canfora e beta-cariofileno (MINISTERIO DA SAUDE,
2015).

Quanto aos componentes quimicos ja descritos na droga vegetal, pode-se citar também
elementos inorganicos também foram demonstrados, incluindo: potéssio, calcio, sodio,
magnésio, zinco, ferro, cobre e manganés (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
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A clrcuma possui diversos constituintes ativos e possui ampla utilizacdo, por
exemplo, como anti-inflamatdrio, anticancerigeno, antimicrobiano, para tratamento da artrite

e artrose, pode ser usado também como corante (CECILIO FILHO et al, 2000).
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3) OBJETIVO GERAL
O objetivo geral deste trabalho é realizar um teste de triagem em tinturas mae
homeopaéticas produzidas a partir de espécies vegetais cultivadas na regido de Governador

Valadares-MG, avaliando a atividade antioxidante e inibicdo de 6xido nitrico dessas tinturas.

3.1) Objetivos especificos

« Produzir novas Tinturas mde homeopaticas a partir de espécies: Petiveria alliacea
(Guiné); Solidago chilensis (Arnica); Erythrina verna (Mulungu); Myrciaria dubia (Camu-
camu); Manilkara longifolia (Paraju); Pfaffia glomerata (Ginseng-brasileiro); Costus spicatus
(Cana de Macaco); Spondias tuberosa (Umbu); Curcuma longa (Acafréo da terra);

« Verificar a viabilidade celular de macr6fagos RAW 264.7 tratados com 0s extratos
1-13;

 Dosar déxido nitrico no sobrenadante de cultura de macr6fagos RAW 264.7 tratados
com os extratos 1-13;

« Quantificar o teor de compostos fenolicos totais;

« Determinar atividade antioxidante das TM’s.
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4) METODOLOGIA

4.1)  Selecéo e coleta das plantas

Foi realizado um levantamento de locais onde sdo cultivadas plantas medicinais na
regido de Governador Valadares. O local selecionado foi o sitio Pindorama, situado ha 10km
de Governador Valadares, no Vale do Rio Doce. A partir disso fez-se uma pesquisa com 0
intuito de selecionar algumas plantas pouco exploradas cientificamente e que eram cultivadas
no sitio. As plantas selecionadas foram: Petiveria alliacea; Arnica montana; Eythrina verna;
Myrcuaria dubia; Manilkara longifolia; Pffafia glomerata; Costus spicatus; Spondias
tuberosa; Curcuma longa.

A localizacdo das plantas foi feita a partir do saber popular. Utilizou-se podéo e faca
apropriada para coleta, preservando a vida da planta. As partes coletadas em geral foram
casca do tronco em excesso das plantas adultas; rizoma; raiz; folhas e flor. Foi coletado
somente plantas bem desenvolvida e com aspecto sadio. O horario de coleta foi no periodo da

manha.

4.2) Preparacdo das TM’s a partir de planta fresca

As plantas foram levadas ao laboratorio apds a coleta e foram selecionadas as partes
sadias e limpas, livres de insetos ou doengas, e lavados em agua corrente, com muito cuidado.
As partes mais delicadas como folhas foram lavadas com as méos; as partes mais duras, como
cascas, raizes e rizomas usou-se uma escova nova e macia. N&o utilizou-se sabdo ou produtos
de limpeza. Depois as folhas, raizes e rizomas foram enxaguados com agua purificada. As
partes foram espalhadas em cima de um papel absorvente e com um pano limpo e seco
enxugadas com cuidado para ndo serem danificadas.

Para preparacdo das TM’s foi calculado o residuo sélido (r. sol.) das partes coletadas.
Pesou-se cerca de 20g das plantas limpas em uma capsula de porcelana, para iSso pequenos
fragmentos foram rasurados e foi espalhado as partes da planta para evitar que os fragmentos
ficassem sobrepostos. A céapsula foi colocada em uma estufa cerca de 100°C e a cada 5
minutos foram calculados os pesos da capsula e anotado o valor, até que a planta eliminasse
toda a a4gua e atingisse um peso constante. Esse peso obtido refere-se ao r. sol. da planta. Foi
entdo calculado a porcentagem do r. sol. na amostra para cada planta. Em seguida essa
porcentagem de r. solido foi multiplicado por 10 para obter a quantidade final da TM em
volume conforme € preconizado pela Farmacopeia Homeopatica Brasileira 32 ed (FONTE,

2013). A amostra de cada planta que foi utilizada para calcular o r. sol. foi descartada.
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O liquido extrator foi uma mistura de agua e alcool cujo teor alcoolico depende da

porcentagem do r. sol. (Tabela 1).

Tabela 1. Liquido extrator utilizado na preparagdo da TM’s a partir de vegetal fresco. (FONTE, 2013).

Residuo solido Teor alcodlico
Até 29% Usar etanol a 90% (v/v)
Entre 30 e 39% Usar etanol a 80% (v/v)
Igual ou acima de 40% Usar etanol a 70% (v/v)

A partir da Tabela 1 foi determinado o teor alcodlico do liquido extrator. A quantidade
de liquido extrator necessaria foi calculada a partir do volume da quantidade final de TM’s

subtraido pela quantidade de &gua presente na planta, mostrado no esquema 1.

Pesou toda a parte Peso do vegetal fresco Peso do residuo solido x
do material vegetal || xPorcentagemde || 10=QuantidadedeTM
fresco limpo e sadio residuos solidos a ser obtida
Peso do vegetal fresco Quantidade de TM —
E re:s,lduo sc')l%do = | | Quantidadede égua no
Quantidade de 4gua no vegetal = Quantidade de
vegetal IMsumo inerte

Esquema 1. Producéo das Tinturas maes de acordo com a Farmacopeia homeopatica.

A relagdo residuo sélido/volume final de TM’s foi de 1/10 (p/v) (10%). E por fim foi
calculado o teor hidroalcodlico da TM’s.

Ap0s a realizacdo dos célculos para obtencdo do r. solido e volume final das TM’s
iniciou-se o processo de maceracdo. Foi pesado o material vegetal disponivel, devidamente
limpo, rasurado e entdo foi acrescentado o volume total do alcool etilico no teor e volumes ja
previamente calculados. A mistura do vegetal e alcool foi colocada em frascos ambar de
vidro, ao abrigo da luz em temperatura média de 25°C. As tinturas foram agitadas trés vezes
ao dia, durante 15 dias. O macerado foi filtrado, o residuo vegetal foi prensado e o liquido
obtido foi medido em uma proveta. As TM’s que ndo obtiveram o volume final de acordo
com o volume calculado, foram acrescentadas o mesmo liquido extrator, ou seja, a mesma
solucéo hidroalcoolica para completar volume final da TM equivalente a 10% do valor de r.
solido obtido. As TM’s compostas de parte vegetal com agua destilada e alcool 70% passaram
pelo processo de filtracdo a vacuo e foram novamente colocadas em outro vidro &mbar e

rotuladas.
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As TMs foram obtidas e para realizar os testes NO e viabilidade celular pelo método
MTT foi necessério padronizar todas as TMs na mesma concentragdo de 10mg/mL. Para isso,
foi necessario fazer uma concentracdo dos extratos utilizando o rotaevaporador. Para realizar
esse metodo pesou-se um baldo de fundo redondo e anotado o valor, em seguida adicionou-se
um pequeno volume da TM no bal&o, acoplando-o de forma hermética ao brago giratorio do
rotaevaporador, para que a bomba a vacuo, ligada ao sistema, pudesse promover um aumento
de pressdo. Também foi utilizado um banho de gelo com bomba recirculante. O solvente
extrator que foi o etanol possui baixo ponto de ebuli¢do, assim ocorreu uma evaporagdo desse
solvente concentrando a amostra de TM. O material coletado foi pesado apos a retirada do
solvente para obter uma massa da TM sem solvente. Dessa massa de TM foi coletado 10mg
de cada extrato em eppendorf para realizacdo dos ensaios biologicos. O restante foi

ressuspendido com o liquido extrator e armazenado em frasco ambar de vidro.

4.3) Ensaios bioldgicos

4.3.1) Culturade RAW 264.7

Macrofagos murinos RAW 264.7 foram cultivados em meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1 % de aminoacidos
essenciais € 0,5% de solucdo penicilina/estrepctomicina (10.000 Ul/mL, 10.000 mg/mL,
respectivamente). Apds atingirem confluéncia, as ceélulas foram ressuspensas e contadas em
camera de Newbaner e foram colocadas em placas de 96 pocos na concentragdo de 2 x 10°
células/mL para o ensaio de viabilidade por MTT e dosagem de NO por Griess. As células

foram entdo incubadas em atmosfera Umida de 5% de CO, a 37 °C.

4.3.2) Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos em macréfagos RAW 264.7
tratados com extratos

A viabilidade dos macrofagos RAW 264.7 foi determinada pelo método colorimétrico
do MTT (corante Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide- Sigma, St, Louis, MO, USA). Para o
teste, apds o tempo de cultura de 48 horas, os sobrenadantes da cultura de macrofagos tratados
com extratos 1-13 nas concentragdes de 2,5ug/mL, 5,0nug/mL e 10pg/mL foram descartados e
a seguir 100 pL de RPMI-1640 foram adicionados em todos os pogos, e por fim adicionados
10 pL de MTT (5 mg/mL). As placas foram incubadas a 37 °C em estufa com 5% de CO..
Transcorrido o periodo de 4 horas a reacao foi finalizada com a retirada do meio de cultura e
adicdo de 100 pL de DMSO. A leitura de absorbancia foi feita em leitor de microplaca

Multiskan™ FC Microplate Photometer em comprimento de onda de 570 nm. Os dados foram
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inseridos e analisados no programa Prisma 6.0 a partir do teste Mann-Whitney e considerados
significantes quando p < 0,005.

4.3.3) Determinacdo da producdo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos RAW
264.7 tratados com extratos

A concentracdo de NO (indiretamente determinada pela dosagem de nitrito) foi
medida pelo método de Griess, no sobrenadante de 48 horas de cultura de macr6fagos RAW
264.7 estimulados com LPS (1 ug/mL) e IFN-y (0,9 ng/mL) e foram tratados com extratos 1-
13 nas concentragdes de 2,5ug/mL, 5,0ug/mL e 10ug/mL. Para controle foram utilizadas
celulas estimuladas ndo tratadas.

Para realizacéo do teste 100 pL de sobrenadante de cada pogo foram transferidos para
placas de 96 pocos, posteriormente foi acrescentado igual volume de reagente de Griess (1%
de sulfanilamida, 0,1% de N-(1-naftil)-etileno diamina hidroclorida, 5% H3PO4, Sigma, St,
Louis, MO, USA). A producdo de nitritos foi quantificada pela comparacdo a uma curva

padrdo com diferentes concentracfes de NaNO,. A absorbancia medida a 540 nm.

4.4) Testes de determinacao de compostos fenolicos

O teste de determinacdo de compostos fendlicos foi a partir do método Folin-Ciocalteu
Swain e Hillis (1959).

Para isso foram pipetados 100puL da TM (amostra), adicionado 1mL de reagente de
Folin 10 vezes diluido em agua destilada, fechou os frascos, homogeneizou, e deixou por 3
minutos de repouso auséncia de luz. Depois adicionou 1mL de solucdo saturada de Na,CO3;
em &gua destilada (7,5 %; m/v ou 75¢/L) e foi homogeneizado. A partir dai foi acrescentado
1mL &gua destilada, foram tampados os frascos e deixado de repouso por 2 h ao abrigo da luz.
A leitura absorbancia foi a 760 nm (UV visivel) em espectrofotdmetro.

O branco foi preparado substituindo-se 1 mL do extrato fendlico por 1 mL agua
destilada. As amostras foram realizadas em triplicatas. Os resultados foram calculados com
base na curva-padrdo de &cido galico, preparada nas mesmas condi¢cGes que a amostra. O
contetdo fendlico total foi expresso em g equivalente de acido galico/ g de material vegetal

fresco e em mg acido galico/ L tintura mae.

4.5)  Testes de antioxidantes
A atividade antioxidante foi determinada pelo ensaio do radical livre DPPH, de acordo
com a metodologia descrita por BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET (1995), tendo

algumas modificagoes.

26



O principio do ensaio do DPPH é a reducdo do radical livre estavel 2,2- difenil-1-
picrilhidrazil, o qual apresenta 0 maximo de absorcéo a 515-520nm. Ao abstrair um radical
hidrogénio do antioxidante em estudo, observa-se uma diminui¢cdo da absorbancia e da
coloracdo. Utilizando o radical DPPH foi possivel determinar a capacidade antioxidante das
TM’s em relacdo a sua atividade sequestradora de radical (ASR).

Para isso, pipetou-se 0,1mL de cada extrato etandlico e adicionou-se 3,9mL de solucdo
de DPPH 0,06mM. O branco foi preparado substituindo 1mL do extrato etandlico por 1mL de
etanol absoluto 99,9% pureza. A absorbancia do branco (Ao) foi determinada imediatamente
apos a mistura (tempo zero) e a absorbancia dos extratos etanodlico (Asg) foram lida ap6s 6h de
repouso no escuro. As leituras espectrofotométricas foram feitas em 517 nm.

As atividades antioxidantes das tinturas-mé&e foram determinadas em triplicata.
Diferentes dilui¢bes do extrato foram usadas (tabela 2), graficos relacionando as porcentagens
de inibicdo versus as dilui¢bes foram construidos para determinar o IC50. A concentracdo de
DPPH remanescente (DPPHr) no meio de reacdo foi calculada com base na curva de
calibracdo de DPPHTr. A atividade antioxidante de cada tintura-mae foi expressa pelo 1C50,
em % radical DPPH remanescente, umoles DPPH reduzidos / mL de TM; pelo valor TEAC
(atividade antioxidante equivalente ao Trolox, em mM), utilizando a curva padrdo de Trolox;
e em % Inibicdo (%l), segundo a equacédo descrita a seguir:

%I = (Ag— At) x 100
Ao
O Ay é a absorbancia do branco no tempo zero e At a absorbancia da amostra apos “t”

min de repouso no escuro.

Tabela 2. Dilui¢bes das TM's utilizados no ensaio de DPPH

Diluicdo de todas as

TM's 1/7 217 3/7 417 517 6/7 1
Volume da TM
utilizada para 140 280 420 570 710 860 1000
diluicdo (uL)
Volume de etanol
absoluto 99,9% 860 | 720 | 580 | 430 | 200 | 140 0

pureza utilizado para
diluicdo (uL)

Volume total (pL) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
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5) RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1) Producéo de TM’s

Para a producdo das tinturas ndo foram coletadas plantas proximas das estradas, pois
estdo danificadas pelos gases dos tubos de escapamento de automaoveis, nem as que crescem a
beira dos campos cultivados, pois estas recebem produtos quimicos como adubos ou
inseticidas. E também as plantas atacadas por pragas e doencas, pois ha alteragdo na qualidade
e teor dos componentes quimicos da planta.

Foram produzidas treze tinturas mae homeopatica, listadas na tabela 3, indicando a

parte que foi utilizada da planta para producéo de cada TM.

Tabela 3. Tinturas mde homeopéticas produzidas a partir de partes de material vegetal fresco

Ti ~ - Parte Peso do Teor
inturas mé&e homeopaticas - X Volume 1
. utilizada | material vegetal | . alcodlico

produzidas da planta fresco (g) final (mL) final
1- Petiveria alliacea (Guiné) Folha 50,0470 330 66,39%
2- Solidago chilensis (Arnica) Raiz 39,4705 234 65,16%
3- Erythrina verna (Mulungu) Casca 50,6018 117 60,20%
4- Erythrina verna (Mulungu) Folha 50,0486 404 68,33%
5- Myrciaria dubia (Camu-camu) Folha 50,0479 339 66,66%
6- Manilkara longifolia (Paraju) Folha 50,7030 260 63,33%
7- _Pfgffia glomerata (Ginseng- Rizoma
brasileiro) 50,0200 308 65,62%
8- _Pfgffia glomerata (Ginseng- Flor
brasileiro) 20,5640 129 65,83%
9- _Pffaffia glomerata (Ginseng- Folha
brasileiro) 29,6250 146 62,82%
10- Costus spicatus (Cana de Folha
Macaco) 50,1932 252 63,04%
11- Costus spicatus (Cana de Raiz
Macaco) 37,6071 230 65,54%
12- Spondias tuberosa (Umbu) Folha 50,0100 442 69,07%
13- Curcuma longa (Acafrdo da Rizoma
terra) 50,2060 444 69,08%

Na Tabela 3 é apresentada uma relagdo dos volumes obtidos na produgdo das TM’s e
seu respectivo teor alcoolico final. Os volumes das TM’s variaram entre 117 — 444mL, e 0
teor alcoolico entre 60,20% — 69,08%. A TM com o menor rendimento em volume e menor
teor alcodlico foi a TM 3- Erythrina verna (Mulungu), a parte utilizada da planta foi a casca.
E a TM com o maior rendimento de volume e maior teor alcoolico foi a TM 13- Curcuma
longa (Acafrdo da terra), e a parte utilizada rizoma. Esses resultados estdo em destaque na
tabela 3. A diferenca do teor alcodlico final entre essas tinturas esta relacionada com a parte
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do vegetal fresco utilizado na preparacao da TM e a porcentagem de dgua presente nessa parte
do vegetal fresco. O rizoma fresco do Agafréo da terra (50,2060g) utilizado para o preparo da
TM 13, tinha 5,79mL de quantidade de agua e o teor alcodlico da TM foi 69,08%. E 50,6018g

da casca do Mulungu fresco, continha 38,86mL de quantidade de agua.

5.2) Ensaios bioldgicos - Avaliacdo da viabilidade celular e das propriedades
Imunoestimuladoras

No presente estudo foram utilizadas células da linhagem de macréfagos murinos
(camundongos) RAW 264.7. A figura 1 apresenta a viabilidade celular de macr6fagos RAW
264.7 tratados com o0s respectivos extratos, e do controle que corresponde as células nao
tratadas e ndo estimuladas. Esse primeiro ensaio teve o objetivo de avaliar se as TM’s alteram
a viabilidade celular. Os resultados apresentados na figura 1 mostram que as TM’s ndo
apresentaram citotoxicidade a cultura de células RAW 264.7 nas concentracbes de 2,5; 5,0;
10,0pg/mL, mantendo a viabilidade celular acima de 85%.

Foi possivel observar que alguns extratos foram capazes de reduzir a viabilidade de
macrofagos RAW 264.7 ndo estimulados, sendo a TM 2- Solidago chilensis (Arnica) parte
utilizada raiz, na concentragéo 5,0 pg/mL a que mais reduziu a viabilidade célula. De acordo

com a figura esse extrato obteve 86% de viabilidade.
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Com o objetivo de avaliar a propriedade imunomoduladora, as células RAW 264.7
foram estimuladas com lipopolissacarideo (LPS) e Interferon-gama (IFN-y), e ap6s 48h foi
mensurado a producdo de oxido nitrico (NO).

O NO é uma molécula diatbmica produzida em células de mamiferos pela enzima NO-
sintase, que catalisa a conversdo da L-arginina em NO. Trata-se de um radical livre gasoso,
considerado como um dos mediadores da inflamacdo tecidual, mediando ndo somente
atividades pro-inflamatdrias, mas também sinais para a regulacdo do crescimento e
diferenciacéo celular (TEIXEIRA et al., 2005; SILVA, 2007).

O NO desempenha duas funcGes sobre as células: funcdo regulatéria e citotoxicidade.
Nas funcGes regulatorias, é produzido em quantidades reduzidas, sob condi¢des fisiologicas,
mediando o relaxamento de vasos, 0 controle da adesdo e a agregacdo de plaquetas e
neutrofilos, estando também envolvido na neurotransmissdo (Bredt e Snydeer, 1994). No
entanto, fungdes citotoxicas podem ser observadas quando o NO é produzido em grande
quantidade (Bellows et al., 2006) por macréfagos, hepatdcitos e outras células, apos
exposicao as citocinas ou a outros produtos bacterianos (Moncada et al., 1991).

Na figura 2 sdo apresentados os resultados de producdo de NO por macréfagos RAW
264.7 estimulados com LPS e IFN-y e de RAW 264.7 estimulados e tratados com as TM’s
produzidas (extratos etanolicos de plantas) em trés concentracdes (2,5; 5,0; 10,0pug/mL), apos
48 horas de cultura. Na concentragéo 2,5 pg/mL somente as TM’s 5- Myrciaria dubia (Camu-
camu) parte usada folha e 7- Pfaffia glomerata (Ginseng-brasileiro) parte usada rizoma, ndo
foram capazes de inibir a producdo de NO em relacdo ao grupo controle (células RAW264.7
estimuladas ndo tratadas), as demais TM’s foram capazes de inibir nessa concentragao.

Na concentracdo de 5,0 ug/mL as TM 2 Arnica(raiz) , TM 3 Mulungu(casca), TM 6
Paraju(folha), TM 7 Ginseng-brasileiro(rizoma), TM 8 Ginseng-brasileiro(Flor) , TM 9
Ginseng-brasileiro(folha), TM 10 Cana de macaco(folha), TM 11 Cana de macaco(Raiz), TM
12 Umbu(folha), TM 13 Agafréo da terra(rizoma), reduziram a producéo de NO (p<0,05). Ao
testar as TM’s na concentragdo 10 pg/mL as que foram capazes de reduzir a producdo de NO
foram as tinturas nomeadas como TM 5 Camu-camu(folha), TM 6 Paraju(folha), TM 7
Ginseng-brasileiro(rizoma), TM 9 Ginseng-brasileiro(folha), TM 10 Cana de macaco(folha),
TM 11 Cana de macaco(Raiz), TM 12 Umbu(folha), TM 13 Acafrdo da terra(rizoma)
(p<0,05).

Na linhagem de macrofagos RAW?264.7 foi observado que todos os extratos inibiram a
producdo de NO em alguma concentracdo testada. Entretanto, os extratos que tiveram 0s

melhores resultados, reduziram a producdo de NO de maneira estatisticamente diferente do
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padrdo e de forma dose dependente foram as TM’s 6 Manilkara longifolia (Paraju-folha), 12
Spondias tuberosa (Umbu-folha), e 13 Curcuma longa (Acafréo da terra- rizoma).

O resultado de inibicdo da producdo de 6xido nitrico pela Spondias tuberosa (Umbu-
folha) de forma dose dependente corrobora com o autor Lins Neto que identificou usos do
umbu para tratamento de patologias, dentre elas as inflamagoes.

A inibicéo da produgdo de oxido nitrico pela TM 13 Curcuma longa (Acafro da terra-
rizoma) corrobora com o autor Cecilio Filho. Este relata que a Curcuma longa possui diversos
constituintes ativos e uma das suas formas de utilizacdo e como anti-inflamatério.

E importante ressaltar que a inibic4o na liberagdo de NO em células RAW 264.7 pelas
TM’s testadas nao esteve atribuida a sua citotoxicidade, pois nenhuma TM nas concentragdes
testadas promoveu morte celular, como observado por meio do Ensaio de MTT.

Os testes realizados nos extratos avaliaram suas atividades imunomoduladoras e
funcionaram como uma triagem para selecionar as TMs mais promissoras as quais foram TMs
6 Paraju(folha), 12 Umbu(folha) e 13 Acafrdo da terra(rizoma). Porém, outros testes serdo

necessarios para comprovar suas possiveis atividades anti-inflamatorias.
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5.3) Determinagdo de compostos fendlicos e teste de antioxidantes

O é&cido gélico foi dissolvido em agua destilada, para elaboracdo da curva padrdo, as
diluicdes do acido galico foram preparadas nas concentracbes Omg/L; 25,2mg/L; 50,4mg/L;
75,6 mg/L; 126,0mg/L e os resultados de absorbancia foram respectivamente 0,020nm;
0,087nm; 0,173nm; 0,270nm; 0,412nm.

Os dados obtidos na curva pelo ensaio de Folin-Ciocalteu sdo visualizados na figura 3,
tendo a leitura da absorbancia a 760nm. Esses resultados foram usados na comparagdo com a

absorbancia e o contetdo fenolico das TM’s produzidas.
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Absorbanciaa 760 nm
Figura 3. Curva padrao para fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau

A curva-padréo corresponde a relacdo grafica entre os valores de absorbancia (A) e o0s
de concentracdo de acido galico. Os valores de compostos fenolicos totais sao expressos como
equivalentes em miligramas de &cido galico(AGE) (mg de AGE/g de material vegetal fresco).

Com base na analise gréfica é possivel verificar a linearidade da reacdo e calcular um
fator de conversdo de valores de absorbancia em concentracdo. Pode-se determinar a
concentragdo das TM’s.

Na tabela 4 € apresentado os resultados da relacdo entre o peso(g) da parte do material
vegetal fresco utilizados para producdo das tinturas mde com volume final obtido de
TM’s(mL). Esse resultado foi convertido em g/L para poder calcular o teor de compostos

fenolicos totais (mg AGE/g material vegetal) apresentados na tabela 5.
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Tabela 4. Relagéo de vegetal fresco utilizado no preparo das tinturas com o volume obtido de cada
tintura

Tinturas méae Parte utilizada da planta| Relacdo g/mL | Relacdo g/L
1- Petiveria alliacea (Guiné) Folha 0,1514 151,4419
2- Solidago chilensis (Arnica) Raiz 0,1690 169,0168
3- Erythrina verna (Mulungu) Casca 0,4311 431,0572
4- Erythrina verna (Mulungu) Folha 0,1238 123,7846
5- Myrciaria dubia (Camu-camu) | Folha 0,1476 147,6252
6- Manilkara longifolia (Paraju) |Folha 0,1952 195,1992
7- Pfaffia glomerata (Ginseng- Rizoma
brasileiro) 0,1625 162,5240
8- Pfaffia glomerata (Ginseng- Elor
brasileiro) 0,1595 159,5469
9- Pfaffia glomerata (Ginseng- Folha
brasileiro) 0,2026 202,5641
10- Costus spicatus (Cana de Folha
Macaco) 0,1993 199,3217
11- Costus spicatus (Cana de Raiz
Macaco) 0,1637 163,7156
12- Spondias tuberosa (Umbu) Folha 0,1132 113,2140
13- Curcuma longa (Agafréo da Rizoma
terra) 0,1130 113,0358

A leitura das tinturas foi realizada em triplicatas. O valor da absorbancia foi aplicado
na equacdo da reta obtida na curva padrdo, para calcular o valor de concentracdo de cada
amostra. Em seguida calculou-se a média da concentracdo a partir das diluicBes utilizadas no
experimento. O resultado da média das triplicatas sdo apresentados como teor de compostos
fendlicos totais (mg equivalente de acido galico(AGE) / L tintura mae) na tabela 5.

O ensaio de Folin-Ciocalteu expressa o contetdo fendlico total, e apresenta 6tima
relacdo matematica, o que pode ser demonstrado pelo coeficiente de regressdo obtido (R2
=0,9967). Os resultados do conteudo fendlico das tinturas homeopaticas podem ser
transformados e correlacionados, criando uma alternativa para a andlise e possibilitando
comparagoes.

A andlise dos compostos fenolicos totais (TPC) das TM’s estdo expressos como
equivalentes de acido galico (mg de AGE/g de amostra) e como mg AGE/L tintura mae, na
tabela 4.

Analisando os resultados das TM’s de teor de compostos fenolicos totais (mg AGE/L

tintura mée) os valores variam entre 41,5 — 1449,1 mg AGE/L tintura mée, sendo o menor
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valor referente a TM 7- Pfaffia glomerata (Ginseng-brasileiro - rizoma), e a com o maior
valor TM 5- Myrciaria dubia (Camu-camu- folha). De acordo com a Tabela 5 a TM que
apresentou menor teor de compostos fendlicos em mg de AGE/g de amostra também foi a TM
7- Pfaffia glomerata (Ginseng-brasileiro - rizoma) obtendo 0,26 mg de AGE/g de amostra. E
TM com maior TPC 9,82 mg de AGE/g de amostra foi TM 5- Myrciaria dubia (Camu-camu -
folha).

Vaérios estudos tém reportado a relacdo entre o contetdo de compostos fendlicos e a
atividade antioxidante de produtos vegetais (VELIOGLU et al., 1998; KATSUBE et al., 2004;
CHEN et al., 2008). Na literatura o maior valor de compostos fendlicos da casca do caule seco
de Mulungu (Erythrina velutina) foi entre 151,38-163,66 mg AGE / g (SILVA, 2012),
diferente do encontrado neste trabalho que foi de 1,00 mg de AGE/g de material vegetal
fresco Mulungu casca. Esses resultados foram diferentes, pois o valor relatado pelo autor
Silva é referente a compostos presentes no caule seco, e neste trabalho todas as partes
utilizadas dos materiais vegetais estavam frescos. Outro fator que interfere na variacdo do teor
dos compostos fendlicos € quando as plantas sdo coletadas e analisadas em periodos distintos,
a idade da planta e o local de cultivo.

Para Camu-Camu (Myrciaria dubia- folha), TPC foi 9,82 mg de AGE/g de amostra, 0
dado encontrado de TPC foi abaixo aos achados para polpa fresca (27,58 - 41,66 mg GAE / g)
(OLIVEIRA, 2014). Esperou-se encontrar essa diferenca no resultados de TPC, pois a folha e
a polpa da fruta possuem composicdes diferentes. E comum encontrar teor de compostos
fendlicos em diferentes partes de um mesmo material vegetal.

Diversos compostos fendlicos sdo produzidos pelas plantas como uma resposta aos
estimulos do ambiente, em geral, protegendo-as de fatores ambientais, como estresse, pragas e
sol. Plantacdes expostas ao sol produzem niveis mais elevados destes compostos, em
comparagdo com as cultivadas em ambiente sombreado de floresta (MEYER et al. 2006).

O método espectrofotométrico, independente do tipo de reagente utilizado, Folin-
Denis ou Folin-Ciocalteu, ndo é um método especifico, pois detecta todos os grupos fendlicos
presentes no extrato, incluindo aquelas proteinas extraiveis. Outra desvantagem € a
interferéncia de reduzir substancias como acido ascérbico (NACZK & SHAHIDI, 2004).

O método do DPPH se baseia na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para um radical livre, 0 DPPH que ao se reduzir perde sua coloragdo purpura.
Desta forma, avalia apenas o poder redutor do antioxidante, que ao doar um elétron se oxida,
e por este motivo ndo detecta substancias pré-oxidantes (DUARTE-ALMEIDA, et al, 2006).
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A capacidade antioxidante avaliada no método DPPH teve os resultados expressos em
termos de IC50. Ou seja, que é definida como a quantidade de composto antioxidante
necessario para diminuir ou reduzir a concentracdo inicial do radical DPPH em 50%
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995; CHEN; BERTIN; FROLDI, 2012). Este valor é calculado
através da representacdo grafica da inibicdo percentual do radical DPPH em funcdo da
concentracdo do antioxidante.

Os trés resultados mais elevados de IC50 em mg AGE/L TM apresentado na tabela 4
foram: 445,8; 374,2; 351,7 mg AGE/L TM, sendo respectivamente as TM’s: 2- Solidago
chilensis (Arnica — raiz); 11- Costus spicatus (Cana de Macaco — raiz) e 9- Pfaffia glomerata
(Ginseng-brasileiro — folha).

Para avaliar o quanto de compostos antioxidantes presentes nas TM’s Sd0 necessarios
para reduzir em 50% a concentracdo inicial de DPPH fez-se o calculo de relacdo de mg
AGE/g material vegetal fresco. A partir desse parametro tem-se que as TM’s com menor
atividade antioxidantes: 2- Solidago chilensis (Arnica — raiz) 2,64 mg AGE/g material
vegetal; 11- Costus spicatus (Cana de Macaco — raiz) 2,29 mg AGE/g material vegetal; 4-
Erythrina verna (Mulungu — folha) 2,15 mg AGE/g material vegetal. Essas TM’s possuem
menor atividade antioxidante em relacdo as tinturas estudadas, porque é necessario mais
quantidade(g) de compostos antioxidantes para conseguir diminuir ou reduzir a concentragdo
inicial do radical DPPH em 50%.

Antioxidantes sdo compostos capazes de retardar a velocidade da oxidacdo através de
um ou mais mecanismos impedindo a formacao de radicais livres e complexacdo de metais. A
atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades de
oxido-reducao desempenhando um papel significativo na absorcdo e neutralizacao de radicais
livres, atuando como quelante de oxigénio triplete e singlete ou ainda na decomposicdo de
peroxidos (BRENNA; PAGLIARINI, 2001).

As TM’s que apresentaram resultados promissores com maior atividade antioxidante
foram: 7- Pfaffia glomerata (Ginseng-brasileiro — rizoma) 0,09 mg AGE/g material vegetal;
3- Erythrina verna (Mulungu — casca) 0,25 mg AGE/g material vegetal; 6- Manilkara
longifolia (Paraju — folha) 0,25 mg AGE/g material vegetal; 12- Spondias tuberosa (Umbu —
folha) 0,56 mg AGE/g material vegetal.

De acordo com Souza et al (2016) o umbu (Spondias Tuberosa) apresenta maiores
porcentagens de sequestro do radical DPPH (acima de 85%), cujos valores de 1C50 resultaram
em 1,8 e 1,7 mg/mL de extrato. Os nossos resultados obtidos neste trabalho demonstrou o

umbu 0,56 mg AGE/g material vegetal ter mais atividade antioxidante do que relatado por
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Souza, por reduzirem 50% do radical DPPH com menor concentracdo de compostos
antioxidantes.

Na comparacdo dos resultados de material vegetal fresco obtido neste trabalho com o
extrato seco relatado na literatura observou que o extrato seco acaba reduzindo a sua atividade
antioxidante(AA). Pois a maior AA relatada para extrato etanodlico da casca do caule seco de
Mulungt (Erythrina velutina) foi IC50 de 5,30 g de casca seca do caule / L (SILVA, 2012). E
0 resultado para o extrato fresco da casca do Mulungu foi de 105,7 mg AGE/ g material
vegetal, ou seja, 0,1057g AGE/ g material vegetal.

A partir da triagem realizada nesse trabalho, as TM’s mais promissoras foram TM 6-
Manilkara longifolia (Paraju — folha) e TM 12- Spondias tuberosa (Umbu — folha), pois
apresentaram elevados teores de compostos fenolicos, bons resultados para atividade
antioxidante que pode ser relacionado com uma possivel acdo de protecdo para células do
organismo, regeneragdo celular. E conseguiram reduzir a producdo de 6xido nitrico de forma

dose dependente, indicando pode ter potenciais a¢Ges anti-inflamatérias.
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Tabela 5. Relagdo teor de compostos fendlicos totais (mg AGE/L tintura mae); Atividade Antioxidante (ensaio DPPH; IC50, em mg AGE/L
tintura mae) e Teor de compostos fendlicos totais (mg AGE/g material vegetal)

oot | cooenes pavidade | A
_ ) I_Dr?lrte fenclicos | fenolicos totais | Desvio Antioxidante (ensaio | Antioxidante (ensaio
Tinturas mée utilizada ; ~ DPPH; EC50,em | DPPH; EC50, em mg
da planta totais (mg (Mg AG.E/ g | Padrdo mg AGE/L tintura AGE/g material
_ AGE/L material mie) vegetal)
tintura mae) vegetal)
1- Petiveria alliacea (Guingé) Folha 173,9 1,15 0,0 259,8 1,72
2- Solidago chilensis (Arnica) Raiz 45,9 0,27 0,0 4458 2,64
3- Erythrina verna (Mulungu) Casca 430,5 1,00 8,6 105,7 0,25
4- Erythrina verna (Mulungu) Folha 59,1 0,48 0,4 266,6 2,15
5- Myrciaria dubia (Camu-camu) Folha 1449,1 9,82 13,3 53,6 0,36
6- Manilkara longifolia (Paraju) Folha 1352,0 6,93 26,6 49,0 0,25
7- Pfaffia glomerata (Ginseng- Rizoma
brasileiro) 415 0,26 0,0 14,1 0,09
8-Pfaffia glomerata (Ginseng- Flor
brasileiro) 275,9 1,73 1,3 280,3 1,76
9- Pfaffia glomerata (Ginseng- Folha
brasileiro) 312,6 1,54 1,9 351,7 1,74
10-Costus spicatus (Cana de Folha
Macaco) 228,2 1,14 1,9 93,9 0,47
11-Costus spicatus (Cana de Raiz
Macaco) 71,3 0,44 0,4 374,2 2,29
12- Spondias tuberosa (Umbu) Folha 338,9 2,99 1,3 63,5 0,56
13- Curcuma longa (Acafréo da Rizoma
terra) 153,5 1,36 3,1 184,6 1,63
Acido galico (padrio) 115,0
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6) CONCLUSAO

A realizacdo deste estudo possibilitou coletar nove espécies de plantas na regido de
Governador Valadares-MG, e a partir delas foram produzidas treze tinturas maée
homeopaticas, uma vez que algumas foram obtidas de partes diferentes da mesma planta.

O ensaio de MTT em cultura de macr6fagos RAW 264.7, ndo promoveu alteracdo de
viabilidade celular, indicando que as TM’s ndo tem efeito citotoxico na célula. As TM’s que
obtiveram os melhores resultados, reduzindo a producdo de NO de maneira estatisticamente
diferente do padrio e de forma dose dependente foram as TM’s 6, 12, e 13: Manilkara
longifolia (Paraju — folha); Spondias tuberosa (Umbu — folha); Curcuma longa (Acafrdo da
terra — rizoma), respectivamente. A inibicdo na liberacdo de NO na RAW 264.7 pelas TM’s
testados ndo esteve atribuida a sua citotoxicidade.

As TM 6, 12 e 13 respectivamente, Manilkara longifolia (Paraju — folha); Spondias
tuberosa (Umbu — folha); Curcuma longa (Acafréo da terra — rizoma) foram capazes de inibir
a producdo de oxido nitrico e mantiveram a viabilidade celular acima de 85%. Estes
resultados tornam promissores o estudo destas tinturas em novas linhagens celulares e na
avaliacdo de outros mediadores inflamatorios.

A quantidade e o tipo de compostos fendlicos podem variar em diferentes populagdes
de uma mesma espécie. Estas variacbes no perfil fendlico e na quantidade de certas
substancias presentes na planta tém implicacdes diretas nas propriedades antioxidantes da
matéria prima.

As TM’s que tiveram maior teor de compostos fendlicos foram: 5- Myrciaria dubia
(Camu-camu — folha); 6- Manilkara longifolia (Paraju — folha); 12- Spondias tuberosa (Umbu
— folha). E as TM’s que apresentaram maior atividade antioxidante foram: 7- Pfaffia
glomerata (Ginseng-brasileiro — rizoma); 3- Erythrina verna (Mulungu - casca); 6-
Manilkara longifolia (Paraju); 12- Spondias tuberosa (Umbu — folha).

Na literatura cientifica ha poucos dados sobre teor de compostos fendlicos totais
(TPC) e a atividade antioxidante (AA) de folhas das espécies estudadas. Assim, neste trabalho
destacamos a contribuicdo de compostos fendlicos no potencial antioxidante das espécies
estudadas e isso sugere beneficios para a salde relacionados esses compostos.

Os estudos realizados dessas TMs permitiram fazer uma triagem para selecionar as
TMs mais promissoras em relacédo inibicdo de NO e potencial antioxidante, sendo elas a TM 6
Manilkara longifolia (Paraju) e a TM 12- Spondias tuberosa (Umbu — folha). Portanto,

podemos partir desses extratos para realizacdo de estudos posteriores.
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