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RESUMO: O presente trabalho descreve a avaliagdo da atividade antioxidante pela metodologia
do radical livre DPPH de tinturas comerciais obtidas de farmacias com manipulagdo indicadas
para os mais variados tipos de doenga que apresentam em maior ou menor grau, alguma etiologia
fundamentada em excesso de radicais livres. Foi interessante notar uma sincronia entre a familia
a que a planta de determinada tintura pertence, com suas substdncias quimicas e a atividade
antioxidante esperada. Para os casos em que isso ndo ocorreu, pode-se verificar através de
métodos cromatograficos que as tinturas ndo haviam sido preparadas de forma adequada ou se
tratava de falsificagdes.

Unitermos: Atividade antioxidante, tinturas comercias, composi¢do quimica, falsificagdes.

ABSTRACT: “Antioxidant activity of plant tinctures, commonly sold in pharmacies and
indicated for several types of diseases, using the DPPH methodology”. This work describes
the antioxidant evaluation through the DPPH free radical methodology of commercial available
tinctures indicated for different diseases and purchased in commercial pharmacies. All of those
diseases have always being caused by excess or accumulation of free radicals. It was noteworthy
the coherence between the botany family in which the plant of each tincture is inserted as well as
its chemical composition with the antioxidant activity observed. In the cases where this statement
could not be shown, it was proved by chromatographic methods that the tinctures were not
properly prepared or even it constituted a case of adulteration.

Keywords: Antioxidant activity, commercial tinctures, chemical compositions, adulterations.

INTRODUCAO oxidantes e sua degradacdo (Sies, 1991). Ocorre

Exceto em microrganismos anaerdbicos, em
todos os sistemas bioldgicos, desde os mais simples,
como os procariontes até os mais especializados como os
mamiferos e plantas (Sorg, 2004) as espécies reativas de
oxigénio (ERO) sdo produzidas nas mitocondrias como
um subproduto do metabolismo normal (Fridivitch,
1999) durante a produgdo de energia (Sorg, 2004). As
ERO exercem agdes na tradug@o, na transcrigdo génica
e na regulagdo da atividade da guanilato ciclase nas
células (Zheng; Storz, 2000).

Os exemplos de ERO mais comuns sdo os
radicais superoxido (O,), hidroxila (OH’), peroxila
(RO,), alkoxila (RO) e hidroperoxila (HO,). O o6xido
nitrico (NO) e o dioxido de nitrogénio (NO,) sdo
espécies reativas de nitrogénio (Souza et al., 2007).
Outras moléculas como o peréxido de hidrogénio (H,0,)
e o peroxinitrato (ONOO) nao sdo radicais livres, mas
podem conduzir & formagdo deles através de reagdes
quimicas (Evans; Halliwell, 2001).

O estresse oxidativo (EO) corresponde a
um desequilibrio entre a taxa de producdo de agentes
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quando a producdo de ERO esta acelerada ou quando
os mecanismos envolvidos na protecdo contra as ERO
encontram-se deteriorados (Giasson et al., 2002).
Predisposi¢do genética, fatores ambientais como
radiacdo UV e propriedades intrinsecas especificas de
grupos celulares podem exacerbar o dano oxidativo
ou diminuir a capacidade das células de degradar estes
agentes agressores (Giasson et al., 2002).

A peroxidagdo lipidica ¢é a principal
conseqliéncia do estresse oxidativo resultando na
danificagdo das membranas causada pela oxidagdo
acarretando em aumento da fluidez da membrana,
comprometimento da sua integridade e inativacdo da
intera¢do entre membrana/receptor ¢ membrana/enzima
(Halliwell; Gutterridge, 1986).

Acredita-se que as doencas degenerativas
cronicas como doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson, aterosclerose, complicagdes da Diabetes
mellitus, o envelhecimento precoce e outras estejam
relacionadas com o estresse oxidativo (Sorg, 2004).

Os antioxidantes sdo um grupo de substancias
que, quando presentes em concentracdes ideais em
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relagdo aos substratos oxidaveis, inibem ou atrasam
significativamente os processos oxidativos podendo
ser divididos em enzimaticos, solGveis, nutricionais e
seqiiestradores de metais de transi¢cdo (Vaya; Aviram,
2001).

Esse trabalho propde dosar a atividade
antioxidante pela metodologia do radical livre estavel
DPPH, das tinturas-maes comercializadas por farmacias
de manipulacdo e farmacias homeopaticas com o
intuito de verificar se as mesmas possuem alguma
atividade antioxidante, o que poderia caracterizar
um dos mecanismos de a¢do que explicariam as suas
diferentes utilizagdes, uma vez que se sabe que cerca de
95% das doencas degenerativas cronicas sdo induzidas
por estresse oxidativo e muitas dessas tinturas seriam
utilizadas diretamente para combater essas doengas ou
indiretamente como preventivo das mesmas.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As tinturas-mdes de Camomila (Matricaria
chamomilla  L.), Castanha-da-india  (desculus
hippocastanum L.), Centela asiatica (Hydrocotile
asiatica L.), Erva cidreira (Melissa officinalis L.),
Ginkgo (Ginkgo biloba L.), Goiabeira (Psidium
guajava L.), Guaco (Mikania glomerata), Hamamelis
(Hamamelis virginiana L.), Jaborandi (Pilocarpus
jaborandi Hulmes), Mulungu (Erythrina velutina Wild),
Passiflora (Passiflora coerulea L.), Pimentado (Capsicum
annuum L.), Poejo (Mentha pulegium L.) ¢ Valeriana
(Valeriana officinallis L.), além de Propolis foram
adquiridas de uma farmacia homeopatica e evaporadas
sob pressdo reduzida a temperatura inferior a 50°C a fim
de se obter o material seco para cada espécie.

Dosagem da atividade antioxidante

A dosagem de atividade antioxidante foi
realizada pelo método fotocolorimétrico in vitro do
radical livre estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila)
obtido da SIGMA. Nesse método ¢ preparada uma
solu¢do 0,3 mM de DPPH em etanol. As amostras sdo
preparadas adicionando-se 1mL desta solu¢do de DPPH
a 2,5 mL de solucdes dos extratos diluidos em etanol a
concentragdes de 5, 10, 25, 50, 125 ¢ 250 pg/mL. Nos
brancos, ao invés do DPPH, adiciona-se apenas 1 mL de
etanol aos extratos diluidos nas mesmas concentragdes
das amostras. O controle negativo é preparado apenas
com 1 mL de DPPH e 2,5 mL de etanol. Como
controle positivo foi utilizado o extrato padronizado de
Ginkgo biloba, EGb 761®, que possui alta capacidade
antioxidante.

A solu¢do de DPPH possui uma coloragdo
roxa intensa ¢ a a¢do antioxidante de um extrato pode
ser visualizada pelo progressivo descoloramento da

solugdo, ao final do qual a mesma torna-se amarelada.
Trinta minutos apods a adicdo de DPPH as amostras, ¢é
feita a leitura em um espectrofotometro de Ultravioleta
UV-vis Shimadzu UV 1601 em 518nm. Todas as leituras
foram realizadas em triplicata e, com a média dos dados
obtidos foi calculada a diferenga de absorbancia entre
a amostra e o branco e as atividades antioxidantes
percentuais foram obtidas por regressdo linear,
logaritmica ou exponencial para cada extrato, chegando-
se assim a concentracdo necessaria para se obter 50% do
efeito antioxidante maximo estimado de 100% (CE,)
(Mensor et al., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos resultados desse trabalho
considera como valor de referéncia a CE,, do Ginkgo
biloba (38,91 pg/mL) para comparar a atividade
antioxidante das outras espécies estudadas. Foi escolhida
aplanta G. biloba como parametro porque ela é uma das
plantas consideradas com alta atividade antioxidante
(Mensor et al., 2001).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 1
pode-se observar que a tintura de Hamamelis virginiana
quando comparada com a da G. biloba possui uma CE,
igual a 0,13 pg/mL, isso indica que esta planta possui
uma atividade antioxidante (AAO) cerca de 300 vezes
maior que a apresentada pelo padrdo G. biloba. Esse fato
se deve provavelmente ao alto teor de taninos presentes
nessa espécie, com variados tipos estruturais (Pereira da
Silva et al., 2000).

As tinturas de Psidium guajava ¢ de G. biloba
apresentam praticamente a mesma CE_, com o mesmo
potencial de AAO. Isso pode ser explicado devido as
altas concentragdes de taninos presentes na P. guajava
que ¢é pertencente a familia Myrtaceae, provavelmente
com diferengas estruturais em relacdo aos taninos
presentes na tintura de Hamamelis virginiana (Rahmat
et al., 2004).

A tintura de propolis também apresentou uma
AAO bem proxima da tintura de G. biloba. Isso se deve
ao fato de que a propolis, material resinoso elaborado
pelas abelhas a partir de brotos, cascas e outras partes do
tecido vegetal de arvores e plantas, de um modo geral,
¢ constituida principalmente por flavonoides, acidos
aromaticos e seus derivados (Russo et al., 2004; Sousa
et al., 2007).

A tintura de Matricaria chamomilla apresentou
uma CE,  igual a 78,22 nug/mL representando também
uma boa AAO apesar de ser duas vezes menos potente
que a tintura de G. biloba. A Camomila pertence a
familia Asteraceae ¢ nela estdo presentes substancias
como lactonas sesquiterpénicas, flavonoides e alguns
taninos que contribuem para o carater antioxidante
observado (Avallone et al., 2000).

A tintura de Hydrocotile asiatica apresentou
uma CE_ igual a 87,61 ug/mL sendo aproximadamente,
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sua AAO duas vezes menor que a tintura de G. biloba.
Essa AAO observada se deve a presenga de flavondides
em sua constitui¢do (Jaswir, 2004).

As tinturas de Mentha pullegium ¢ Aesculus
hippocastanum apresentaram respectivamente uma
CE,, igual a 155,04 ¢ 165,0 ng/mL demonstrando ainda
alguma AAO apesar de serem aproximadamente quatro
vezes menor que a apresentada pela tintura de G. biloba.
Isso se deve a baixa concentracdo de flavondides na
composi¢do quimica de M. pullegium (Mensor et al.,
2001). No caso da tinturade A. hippocastanum, esse valor
ndo foi satisfatério quando se sabe que a constitui¢do
quimica da planta é de taninos catéquicos, heterosideos
cumarinicos ¢ derivados flavonicos, sugerindo que o
método fotocolorimétrico do DPPH nesse caso ndo pode
ser eficaz porque depende da estrutura conformacional
da substincia para doar hidrogénio a molécula de
DPPH e talvez as substancias da Castanha-da-india ndo
tenham boa conformagdo capaz de estabilizar o radical
(Nishizawa et al., 2005; Martins; Brandéao, 20006).

A tintura de Erythrina velutina ja demonstra
baixa AAO quando comparado com a tintura de G.
biloba, cerca de cinco vezes. A tintura de Passiflora
apresentou uma CE,  igual a 245,84 pg/mL o que
representa uma AAO seis vezes menor que a tintura de
G. biloba. A tintura de Pilocarpus jaborandi demonstrou
AAO cerca de onze vezes menor que a da G. biloba. A
tintura de Melissa officinallis apresentou AAO baixa.
Sua CE,, ¢ igual a 463,29 ug/mL e isso indica que a
tintura de G. biloba é aproximadamente doze vezes mais

potente que a tintura de Melissa. A tintura de Capsicum
annum apresentou cerca de vinte e trés vezes menos
atividade antioxidante que a tintura de G. biloba, ou
seja, praticamente nenhuma AAQO nesse modelo assim
como a tintura de Mikania glomerata que apresentou
AAOQO cerca de trinta e trés vezes menor que a da G.
biloba. Essas espécies apresentam baixa ou nenhuma
concentragdo de substancias com potencial antioxidante
(Mensor et al., 2001; (Taleb-Contini et al., 2006) A
realizagdo de procedimentos cromatograficos indicou
que as tinturas dessas espécies foram preparadas de
forma ndo adequada.

CONCLUSAO

Nesse trabalho, as tinturas de Hamamelis
virginiana, Psidium guajava, Propolis, Matricaria
chamomilla e Hydrocotile asiatica apresentaram alta
atividade antioxidante pelo método fotocolorimétrico
do DPPH. As demais tinturas que ndo apresentaram boa
atividade antioxidante por esse método deverdo sofrer
outros testes para avaliar suas atividades antioxidantes
tais como testes bioquimicos como o de peroxidacdo
lipidica, o de captura de radical anion superoxido, o de
danos a desoxirribose dentre outros para comprovar as
atividades antioxidantes. Além disso, ficou comprovado
por métodos cromatograficos que algumas tinturas foram
preparadas de forma inadequada ou se tratava realmente
de falsificagdes, pois ndo foi observada a presenga de
substéncias caracteristicas da planta, como por exemplo,

Tabela 1. Atividade antioxidante (%)* das espécies vegetais e propolis testadas pela metodologia do radical livre

estavel DPPH e determinagdo da CE,,.

Espécies Estudadas Sug/mL 10pg/mL 25ug/mL 50pug/mL 125ug/mL  250pg/mL  CEsy
Controle 4,57€1,51  10,034£3,25  28,14+1,37  57,02+0,55 90,07+0,82 95,23+0,43 38,91
H. virginiana 60,69+1,79 84,63+0,22  85,88+0,34  88,36+0,07 91,69+0,63 94,07+0,36 0,13
P. guagjava 0,52+0,85  14,2845,07 46,26+2,89  82,99+0,52  92,2+0,62  97,35+0,41 33,57
Prépolis 3,27£1,17  8,60+0,66  21,02+1,47  39,55+1,53  74,51£1,48 90,76+£0,07 40,16
M. chamomilla 22,76+1,60 25,95+1,79  34,93+1,50  45,10+0,63  77,52+1,86  92,49+0,51 78,22
H. asiatica 0,45+4,05 1,25+4,87 8,24+391 24,09£2,76  62,9242,04 82,99+2.43 87,61
M. pullegium 0,01+3,85  0,68+1,43 6,56+2,50 11,43+1,11  29,52+0,42 88,31+7,03 155,04
A. hippocastanum 2,72+0,24 3,66+0,94 8,67+0,95 16,83+0,74  39,49+1,91 73,82+1,84 165,80
E. velutina 0,17+£3,44  4,32+1,07 7,71£0,68 15,32+1,72  35,1840,88  57,57+1,72 207,15
P. coerula 3,43+£1,30  5,89+1,09 8,22+1,94 12,06+1,41  26,02+1,69 51,26+3,82 245,84
V. officinalis 0,23+1,02 1,55+0,72 4,94+0,90 9,3542,15  24,86+1,50 42,7442,19 283,63
P. jaborandi 1,90+0,71 1,92+0,21 6,93+1,33 8,33+0,42 16,92+41,10  29,71£1,14 429,30
M. officinalis 0,39+0,98  0,51+2,04, 1,23+7,68 5,73+1,62 13,74+1,29  25,86+0,30 463,29
C. annum 0,41+£0,82  0,52+0,83 3,18+0,81 4,40+1,81 8,53+1,58  13,5742,17 906,08
M. glomerata 5,92+1,36  6,77+1,16 6,594+0,68 8,71+1,41 11,06+1,63  14,37+1,59 1283,88

Controle positivo: extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb 761®) nas mesmas concentragdes que os extratos.
*% de atividade antioxidante para cada uma das concentra¢des apos a média de trés analises e aplicacdo da seguinte

férmula:

% Atividade Antioxidante (%AA) = 100 — (AABS x 100)/ABS_  onde: AABS ¢ a diferenca de absorbéancia entre

a amostra ¢ o branco ¢ ABS

cont

¢ o valor de absorbancia encontrado para o controle ** Concentra¢do efetiva 50%

calculada através de regressdo linear, logaritmica ou exponencial do grafico obtido com os valores encontrados de

%AA para cada concentragdo.
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a capsaicina no caso da tintura de Capsicum.

Esse estudo colabora, portanto, para o
conhecimento da atividade antioxidante pelo método
do DPPH de algumas espécies vegetais que de forma
popular no Brasil sdo muito utilizadas no tratamento de
diversas doencas com etiologia em distirbios oxidativos,
sem nenhuma comprovagao cientifica.
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