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RESUMO

Plantas do género Pfaffia pertencente a familia Amaranthaceae, sdo conhecidas
popularmente como “Ginseng brasileiro” ou “para tudo”, devido a sua alta eficiéncia em
diversos tratamentos. Assim, o presente trabalho teve o intuito de avaliar a atividade
antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria de extratos da espéecie Pfaffia glabrata.
Posterior a coleta, secagem, maceracdo e obtencdo do extrato etanolico e hexanico da planta,
realizou-se a avaliacdo da atividade antioxidante utilizando o método DPPH e FOLIN. O
extrato etandlico apresentou uma melhor concentracdo de compostos fenolicos (2.20 mg
GAE/qg) e atividade antioxidante (IC50 = 169,39 pg/mL no DPPH). Mediante aos resultados
da andlise antimicrobiana, obtido in vitro frente a bactérias (gram-positivas e gram-negativas)
determinado pelo método de microdiluicdo, em duas concentracdes de cada extrato (0,5
pug/mL e 1,0 pg/mL), indicou que a planta contém metabodlitos secundarios com potencial
consideravel frente a alguns microorganimos. E possivel inferir que P. glabrata é pouco
eficiente em inibir bactérias Gram-positivas como é o caso de Staphylococcus aureus, com
excecdo de Bacillus subtilis que apresentou uma boa efetividade na menor concentracao de
extrato utilizada no experimento. Isso pode ser explicado pela auséncia de outras
concentracdes no estudo, pela qualidade da planta ou até mesmo pela baixa sensibilidade
destes organimos utilizados. Em se tratando da atividade anti-inflamat6ria dos extratos,
utilizando a técnica de desnaturacdo de albumina BSA, observa-se uma melhor eficiéncia no
extrato bruto etandlico apresentando 1C50 308, 37 pg/mL + 0,45, ou seja, nessa concetracao o
extrato inibe 50% da desnaturacdo proteica. Ja 0 extrato hexanico necessita de uma
concentra¢do maior que 400 pg/mL para atingir esta porcentagem minima de inibicdo. Dessa
forma, constata-se que esta espécie vegetal exibe um potencial antioxante, antimicrobiano e
anti-inflamatorio pertinentes, na qual, estdo diretamente relacionadas ao contetdo fendlico
presente na planta. Logo, P. glabrata € de fato promissora e contribuird para producdo de
novas pesquisas, criacdo de fitoterdpicos para combate a microorganismos patdgenos,
processos inflamatorios e para a diminuicdo de radicais livres produzidos no organismo.

Palavras-chave: Pfaffia glabrata, Amaranthaceae, compostos fendlicos, eficiéncia.
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ABSTRACT

Plants of the genus Pfaffia in the Family Amaranthaceae, are known popularly as
“Brazilian Ginseng” or “for all”, due to its high efficiency in varius treatments. Thus the
presente work was to evalue the antioxidante, antimicrobial and anti-inflammatory activity of
extracts of the species Pfaffia glabrata. After collecting, drying, maceration and ethanolic
extract both removal as plant hexanico, evaluation of antioxidante acitivity using the DPPH
and FOLIN method. The ethanolic extract presented a better level of phenolic compounds
(2.20 mg GAE/g) antioxidante activity (IC50= p g/mL at 169.39 DPPH). By antimicrobial
analysis in wicth the biological assay in vitro was made in front of bactéria (Gram — positive
and Gram- negative) determined by microdilution method with two concentrations of each
extract whicth are 0,5 pg/mLand 1.0 ug/mL, note that consists of plant secondary
metabolites with considerable potential in fornt of some microorganisms. It is possible to infer
that P. glabrata is ineffective in inhiting Gram-positive bactéria such as Staphylococcus
aureus, with the exception of Bacillus subtilis wicth presented a good effectivenes in the
lowest concentration of extract used in the study. This may be explained by the absence
of other concentrations in the study, on the quality of the plant, or even by the low sensitivity
of these organisms used. In the case of the anti-inflammatory activity of extracts using the
technique of desnaturation of albumin BSA, observed greater efficiency presenting in
ethanolic extract with 1C50 308, 37 / mL + 0.45, meaning that concetracdo extract inhibits
50 % of protein denaturation. But the hexane extract needs a higher concentration than 400
mg / mL to achieve this minimum percentage inhibition. Thus, it appears that this plant
species exhibits a potential antioxante, antimicrobial and anti-inflammatory relevant, which
are directly related to the phenolic content present in the plant. Thus, P. glabrata is promising
indeed and contribute to the production of new research, creation of herbal medicines to
combat pathogenic microorganisms, inflammatory processes and the reduction of free radicals
produced in the body.

Keywords: Pfaffia glabrata, Amaranthaceae, phenolic compounds, efficiency.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude — OMS a partir da década de 1970 tem voltado
seus olhos para a medicina tradicional, reconhecendo a relevancia que as plantas medicinais
tém no tratamento de diversas enfermidades. Nesse sentido, novas pesquisas e projetos tém
sido propostos para obtencdo e uso mais seguro de substancias naturais no controle de
enfermidades (OMS 2000; 2011). De acordo com a mesma, uma planta s6 é considerada
como medicinal quando esta contem um ou mais 6rgdos que apresentem alguma substancia

bioativa com finalidade terapéutica.

Avancos cientificos envolvendo o uso de medicamentos alelopaticos, permitiram
um melhor combate a distintas enfermidades que atingem o homem e exterminam milhdes de
pessoas ha muito tempo. Porém, estes medicamentos séo de custo elevado e pouco acessiveis
a populacdo de baixa renda. Nesse sentido, muitos paises como a Africa, mesmo depois de
séculos de avancos ainda sofrem intermitentemente com doencas parasitarias, bacterianas e
outros males que atingem a humanidade, exibindo taxas de mortalidade elevadas e expectativa
de vida baixas. Neste contexto, a medicina popular pode ser um diferencial e atuar como uma
alternativa viavel no controle de enfermidades, melhorando assim 0s aspectos sociais
apresentados (FIRMO et al., 2011).

O Brasil, portanto é um pais privilegiado no uso de plantas para o controle de

doencas, ja que é muito beneficiado pela grande diversidade de biomas e espécies vegetais,



além do conhecimento empirico proporcionado por sua riqueza étnico-cultural (GARLET &
IRGANG, 2001; HOLETZ et al., 2002; VEIGA-JUNIOR et al., 2005; ETHUR et al., 2011).
A relevancia das plantas para o desenvolvimento de novos medicamentos foi reconhecida no
pais, tornando-se oficial, através do lancamento da Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos, regulamentada pelo Decreto No. 5.813 em 22 de junho de 2006. Este decreto
contém diretrizes que permitem o uso racional das plantas medicinais, mantendo a integridade
da Biodiversidade do pais, Brasil (2006).

O conhecimento e uso das plantas para fins terapéuticos € muito antigo e em
muitos casos, € a Unica forma viavel de tratamento para a cura de diversas doencas
(BOTSARIS & MACHADO, 1999). Esse conhecimento adquirido pela populacdo foi
utilizado para a descoberta de novos medicamentos usados na medicina tradicional, como esta

sendo o objetivo deste trabalho.

A maior parte das plantas com potencial terapéutico usadas mediante a aplicagao
do conhecimento popular tem pouco embasamento cientifico que explique suas atividades,
faltando assim uma comprovacao cientifica para seu uso (FIRMO et al., 2011). Neste ambito,
é que o presente trabalho visa comprovar diversas atividades bioldgicas da espécie Pfaffia
glabrata. Esta espécie pertencente a familia Amaranthaceae, em que na atualidade apresenta
cerca de 169 géneros e 2360 espécies incluindo a familia Chenopodiaceae. Os representantes
da familia tem distribuicdo bastante ampla com dominancia em areas tropicais e subtropicais
da América e Africa, com excecdo de locais frios no Hemisfério Norte (MARCHIORETTO et
al., 2010).

As Pfaffias sdo abundantemente diversificadas dentro do territorio brasileiro
sendo que das 34 espécies representantes do género distribuidas nas Américas do Norte,
Central e Sul, 20 estéo presentes no Brasil (SIQUEIRA & GRANDI, 1986). Consoante ao que
a literatura trés, suas espécies vegetais demonstram grande eficiéncia no combate a diversos
tratamentos como diabetes, tratamento para antienvelhecimento, anticancerigena e muitos
outros.

Deste modo, faz-se necessario a bioprospeccéao de substancias bioativas de Pfaffia
glabrata, na qual, se refere a uma busca sistematica por organismos, genes, enzimas,
compostos, processos e partes provenientes de seres vivos, que tenham potencial econdmico e,

eventualmente, levam ao desenvolvimento de um produto. Sendo assim, o presente trabalho
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teve o objetivo de verificar a capacidade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria de

extratos brutos de Pfaffia glabrata.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.FAMILIA Amaranthaceae

A familia Amaranthaceae Juss. possui distribuicdo cosmopolita, exceto nas
regibes mais frias do Hemisfério Norte do globo terrestre, com predominéncia nas regides
tropicais e subtropicais da América e da Africa (SIQUEIRA, 2004). Baseada em
caracteristicas morfolégicas e moleculares, as Amaranthaceae sdo plantas da divisdo
Magnoliophyta, da classe Magnoliopsida, ordem Caryophyllales (SOUZA & LORENZI,
2005).

Atualmente as Amaranthaceae apresentam cerca de 169 géneros e 2360 espécies
incluindo as espécies da familia Chenopodiaceae. No Brasil ocorrem 23 géneros e
aproximadamente 71 espécies endémicas (MARCHIORETTO et al., 2010).

Os representantes da familia apresentam habito variado, sendo encontrados como
ervas suculentas, subarbustos, arbustos ou trepadeiras, anuais ou perenes; folhas alternas ou
opostas, simples, sem estipulas. A inflorescéncia é do tipo cimosa ou racemosa, geralmente
muito densa; flores ndo vistosas, bissexuadas ou unissexuadas; fruto aquénio ou capsula
circuncisa, raramente baga ou drupa (SOUZA & LORENZI, 2005).

A familia apresenta muitas espécies com importancia alimenticia e medicinal
(SALVADOR et al., 2002; SALVADOR, 2005). Dentre suas diversas atividades biologicas,
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destaca-se como antioxidante (CHAUDHURI & SEVANAN, 2013), redutor de colesterol
(PLATE & AREAS, 2002), antimicrobiano (SALVADOR et al., 2009) e antiproliferativo
(CHAUDHURI e SEVANAN, 2013). Ainda sao utilizadas como agente anti-inflamatorio do
trato urinario, em doencas veneéreas, vermifugo, diurético, antiulceroso, antirreumatico,
analgésico, laxante, para a melhora do apetite, para problemas respiratorios, para o tratamento
dos olhos e para a asma (AGRA et al., 2008).

Estudos fitoquimicos realizados com algumas espécies de Amaranthaceae
mostraram a ocorréncia de alcaloides, betalainas, betaxantina, ecdisteroides, esteroides (A°,
A® e A"), flavonoides (agliconas, C e O-glicosideos), saponinas e terpenoides (SALVADOR,
2002; SALVADOR et al., 2009; SALVADOR et al., 2011).

2.2.GENERO Pfaffia

O género Pfaffia Mart. pertence a tribo Gomphreneae, e sua distribui¢do
geogréfica tem como base o trabalho de Siqueira & Grandi (1986). Das 34 espécies do género
distribuidas nas Américas do Norte, Central e Sul, 20 ocorrem no Brasil, sendo o territdrio
brasileiro um centro de diversidade do género. As espécies do género Pfaffia sdo distribuidas
na area neotropical, estendendo-se do sul do México ao longo dos trépicos, incluindo a Bacia
Amazonica, Baia Blanca na Argentina, mas a regido sudeste do Brasil € o principal centro de
diversidade do género (SIQUEIRA & GRANDI, 1986).

Das 20 espécies de Pfaffia encontradas no Brasil, 19 sdo encontradas no Cerrado,
sendo o estado de Minas Gerais considerado o centro de diversidade e endemismo do género.
As Pfaffias sdo encontradas ainda na caatinga, campo limpo, campo rupestre, carrasco,
floresta ciliar ou galeria (MARCHIORETTO et al., 2015).

Espécies do género Pfaffia sdo comercializadas no Brasil como substitutos para
Panax spp. (Ginseng, Araliaceae). Devido a morfologia da Pfaffia se semelhante as raizes de
ginseng, sdo conhecidas popularmente como "ginseng brasileiro” ou como "paratudo” e s@o
amplamente utilizados na medicina popular como ténico e afrodisiaco, tendo relatos para
algumas espécies de propriedades como analgésica, antidiabética, anticancerigena, usadas
para combater reumatismo e distarbios gastricos (FREITAS et al., 2004; OLIVEIRA, 2008).

Séo utilizadas ainda em homeopatia e no combate ao envelhecimento precoce (SIQUEIRA,
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1990). Tribos indigenas no Brasil, principalmente os Carajas, fazem o uso das raizes
maceradas de Pfaffia como antipirética e antidiarreica (SILVA, 1983).

Estudos farmacologicos demonstram que o género Pfaffia € promissor para a
bioprospeccdo de agentes ativos, podendo-se citar as espécies P. paniculata e P. iresinoides
com relatos de acdo anti-inflamatoria e analgésica (TANIGUCHI et al., 1997). Outros estudos
com P. paniculata demonstram que extratos de suas raizes apresentam ainda propriedades
antioxidantes (LEAL et al., 2010), antitumoral (NAGAMINE et al., 2009) e sdo utilizadas
como revigorante, regenerador celular, indicado para o esgotamento fisico e mental (RATTES
& GOSMANN, 2002).

2.3.Pfaffia glabrata

A espécie vegetal Pfaffia glabrata apresenta caracteristicas morfoldgicas tais
como erva ou subarbusto variando de 50 centimetros & 1 metro de altura, com caule ereto,
ramoso, estriado, glabro e levemente piloso, raizes semilenhosas. Se define ainda com folhas
lanceoladas, apice acuminado, base atenuada, face adaxial glabra, face abaxial glabra a
levemente pilosa e tricomassetosos. Inflorescéncia do tipo capituliforme. Bractea mediana
ovalado-lanceolada, bracteas laterais ovaladas. Sépalas escuras, oblongo-lanceoladas. Tubo
estaminal mais curto que as sépalas. Ovario oblongo-ovalado, estigma capitado
(MACHIORETTO et al.,, 2008; MARCHIORETTO et al., 2015). As figuras a seguir

representam as estruturas vegetativas da espécie de Pfaffia glabrata:
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Figura 1 - Representacéo dos constituintes estruturais de Pfaffia glabrata. Fonte: MARCHIORETTO
etal., 2010.

Figura 2- Representacdo da morfologia de Pfaffia glabrata. Fonte: Plantillustration



A planta foi considerada “Rara” (R) diante das categorias adotadas para a
avaliacdo de risco de extingdo da flora do Estado do Parana (PR) pela Secretaria de Estado do
Meio Ambiente (SEMA/GTZ-PR, 1995). De acordo com Marchioretto et al., (2012), P.
glabrata ocorre nos estados das regides Centro Oeste (Mato Grosso, Goias), Sudeste (Minas
Gerais, S8o Paulo) e Sul (Parand) encontrada em regifes de solos imidos e beiras de rio, com
altitudes de aproximadamente 500 metros. Possui registros de ocorréncia desde o Norte da
Ameérica do Sul até o Sul do Brasil, podendo chegar ainda na Argentina e Paraguai
(MARCHIORETTO et al., 2009). A figura a seguir exibe esta distribuicdo da espécie no

Brasil.

0 125 250 500 Km ' |
™ — S -
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Figura 3- Distribuigdo de Pfaffia glabrata no Brasil, apresentado pelo Centro Nacional de
Conservacéo da Flora (CNCFLORA). Fonte: CNCFLORA (2016).
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2.4.ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Avancos corroboram para o entendimento de que as plantas possuem substancias
bioativas que proporcionam efeitos benéficos a salide. Uma caracteristica relevante sobre uma
planta € sua capacidade antioxidante, j& que ao ser ingerida tem a capacidade de sequestrar
radicais livres presentes no organismo. Esse efeito reduz a acdo dos radicais que podem
desencadear reacdes colaterais indesejaveis, resultando em danos celulares e seu excesso no
organismo pode causar o tdo temido cancer. Além disto, os radicais livres promovem o
processo de envelhecimento e estdo relacionados com as doencas cardiacas, com o Mal de
Parkinson e de Alzheimer.

A producdo de radicais livres no organismo humano, ocorre por meio de varios
fatores externos tais como: poluentes do ambiente, fumaca de cigarro, alcool, luz, radiagcdo
entre outros. Por isso, recomenda-se 0 uso de alimentos com capacidade antioxidante.
Segundo Arbos (2004), a atividade antioxidante de plantas é expressa devido a combinacao de
flavonoides, fendis, e outras substancias, por serem classes de substancias capazes de doar
elétrons para um radical livre, inativando-o, tornando-o um composto eletricamente estavel.

De acordo com Corréa, et al., (2014), plantas da familia Amaranthaceae também
sdo capazes de acumular essas substancias fendlicas, apresentando potencial como agentes
antioxidantes, podendo minimizar consequentemente o0s efeitos lesivos de radicais livres e

espécies reativas de oxigénio (ROS).

2.5.ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A resisténcia bacteriana aos medicamentos atuais € um problema global que
envolve muitos tipos de infec¢des e tornou-se uma objecdo tanto em paises desenvolvidos
como em desenvolvimento. Este infortinio é uma crescente ameaca a saude publica global,
gue envolve todos os principais patdgenos microbianos e medicamentos antimicrobianos. Tal
resisténcia aos antibioticos € uma mdltipla heranca de décadas passadas do uso indevido
destes (COSTELLOE et al., 2010) e um problema dificil de superar devido a falta de
incentivos e conscientizacio (HOJGARD, 2012).

Assim, a busca por novas substancias antimicrobianas a partir de fontes naturais,

tem ganhado importancia nas companhias farmacéuticas destacando a utilizagdo de plantas,
17



fontes de substancias fendlicas, que possuem muitas atividades bioldgicas, tais como
antioxidantes e atividade antimicrobiana, correlacionando o conteudo fenolico das plantas
medicinais a atividade antimicrobiana (ALBAYRAK et al., 2012).

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais, analisa-se a menor
concentracdo do extrato capaz de impedir o crescimento do microrganismo-teste; esse valor é
conhecido como Concentracdo Inibitéria Minima (CMI). As (CMIs) sdo consideradas o
"padrdo ouro™ para determinar a suscetibilidade do microrganismo a agentes antimicrobianos
e, portanto, sdo usados para avaliar o desempenho de todos 0s outros métodos de
susceptibilidade (ANDREWS, 2002).

Em uma andlise de plantas utilizadas na medicina tradicional, destacam-se 0s
extratos vegetais com acdo antimicrobiana, devido a sua importancia no desenvolvimento e
producdo de produtos farmacéuticos e cosméticos (OSTROSKY, et al., 2008). Assim a
familia Amaranthaceae merece um destaque, porque € um grupo que apresenta um numero
consideravel de espécies com atividade antimicrobiana (NIRAIMATHI et al., 2013;
SALVADOR et al., 2009).

Devido ao aumento da resisténcia das bactérias aos farmacos, hd um estimulo na
busca por substancias potencialmente ativas no controle de doengas provocadas por
microorganismos, como é o caso deste estudo que basea-se em confirmar se 0s extratos
brutos e fracbes de Pfaffia glabrata apresentam atividade frente a microrganismos gram-

positivos e gram-negativos.

2.6.ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Considerando a diversidade de compostos quimicos encontrados em extratos de
Pfaffia spp. utilizados como agentes terapéuticos, surgiu a necessidade de avaliar também a
acdo anti-inflamatéria baseando-se na afirmacdo de Tanimoto (2013), que os polifendis,
substancias anti-inflamatdrias, também sdo reportadas nesse género.

O processo de inflamacéo é considerado um mecanismo de defesa do organismo,
consistindo em uma reagdo do tecido vivo vascularizado a uma agressdo de natureza:
quimica, fisica ou bioldgica. O organismo age para destruir o agressor, conforme uma
resposta a esses estimulos ja citados que por sua vez acaba liberando, ativando ou sintetizando

mediadores quimicos ou farmacologicos da inflamagédo, ocasionando alteracdes no fluxo
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sanguineo, dilatacdo de vasos, aumento da viscosidade do sangue, dentre outros processos
(BECHARA & SZABO, 2006).

De acordo com Barton (2008), a inflamacdo gera um estado de exsudacdo e
hiperemia dos vasos sanguineos, ocasionando processos aparentes como vermelhidéo, calor,
inchaco e dor local, que se manifesta em resposta a lesdo tecidual causada por trauma fisico,
produtos quimicos nocivos, agentes patogénicos ou ainda em respostas a doengas autoimunes.

Devido ao total desconforto que esse processo causa no organismo, € muito
comum fazer o uso de drogas anti-inflamatorias ndo esteroides, na qual estdo disponiveis no
mercado ha décadas para o alivio da dor. No entanto, pesquisas demonstram o0s diversos
efeitos colaterais causados pelo consumo desse tipo de medicamento, tais como:
complicagBes renais (SEKHON et al., 2005), efeitos no sistema cardiovascular (AYGUN et
al., 2012; VONKEMAN & VAN DE LAAR, 2010) e até mesmo no sistema gastrointestinal
(HAWKEY, 2000). Dessa forma, o presente trabalho visa analisar a agdo anti-inflamatoria de
Pfaffia glabrata e sua efetividade, contribuindo para futuras pesquisas e elaboracdo de novos

fitoterapicos.
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3. METODOLOGIA

3.1.COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal da espécie P. glabrata foi coletado em seu habitat natural
na Cachoeira Antdnio Monteiro no bairro Pocinhos do Rio Verde no municipio de
Caldas/MG Brasil. As coordenadas geograficas do local estdo na latitude 21°56°54,40”
Sul e longitude 46°24°57,30” Oeste. No momento da coleta a planta estava em floragéo
(maio de 2014), coletada no periodo da manha pelo Prof. Dr. Wallace Ribeiro Corréa
(IFSULDEMINAS). O material vegetal foi identificado pelo professor e transportada
para o laboratério de Biociéncias do IFSULDEMINAS - Inconfidentes para

processamento. Os mapas a seguir indicam a localizacdo da coleta:
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Figura 4- Localizagdo da coleta da planta Pfaffia glabrata.

3.2.PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Posterior ao processo de secagem em uma estufa com ar circulante a temperatura
de 40°C, o material vegetal da espécie P. glabrata (planta total) foi moida em moinho de faca
(MERSE — Al1 basic). O p6 da planta foi pesado totalizando 0,262 Kg, transferido para um
frasco Erlenmeyer e submetido ao processo de maceragdo com solventes organicos em ordem
crescente de polaridade, tais como hexano de baixa polaridade e o etanol para alta polaridade.
Os solventes foram utilizados na propor¢cdo massa de pd/solvente 1:20 (massa/volume) e
removidos em evaporador rotatério sob pressdo reduzida, até a obtencdo do extrato bruto

hexanico e etandlico. O processo de extracao é representado na figura a seguir.
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Figura 5- Esquema da preparacdo dos extratos brutos extraidos em solventes organicos.

3.3.ENSAIO PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
PELO METODO DPPH

O radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é estavel, de coloracdo purpura, e
qguando reduzido, passa a ter coloracdo amarela. Neste ensaio foi avaliada a capacidade das
amostras-teste e amostra-padrao de reduzir o radical DPPH. Para tanto, 2,6 mg da amostra foi
dissolvida em etanol (1 mL), obtendo-se uma solugdo estoque. Vérias diluigdes foram
preparadas (6,25 a 200 mg/L) em etanol, e para cada diluicdo (10 pL) foi adicionado 50 pL de
solugdo de DPPH (10 mg/mL). Decorridos 30 minutos a absorvéancia foi medida em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda (A) igual a 517 nm (nandmetro) e a porcentagem
de atividade antiradical calculada (HUANG & PRIOR, 2005). Como controle positivo foi
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utilizado o flavonoide quercetina (40 mg/L) e como controle negativo o diluente. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

3.4.ENSAIO PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

PELO METODO FOLIN

A amostra foi analisada quanto ao seu contetdo de fendlicos totais solveis,
utilizando o método colorimétrico Folin-Ciocalteu (PICCINELLI et al., 2004; WU et al.,

2004). Para tanto, os extratos foram solubilizados em etanol, sendo preparadas diluicGes com

concentracOes entre 6,25 a 200 mg/L. Para a substancia de referéncia (&cido gélico) foi

elaborada a curva analitica na concentracdo de 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 mg/L. A

absorvancia da amostra e amostra-padrao foram medidas em espectrofotometro (A = 730 nm)

e os resultados foram expressos como mg de equivalentes de &cido galico (GAE) por grama

de extrato ou fracdo em base seca (mg de GAE/g). Como controle positivo utilizou-se o

flavonoide quercetina (40 mg/L) e como controle negativo o diluente. Todos os experimentos

foram realizados em triplicata.

3.5.ENSAIO PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

O ensaio bioldgico in vitro frente a bactérias (gram-positivas, gram-
negativas) foi determinado pelo método de microdiluicdo seguindo a adequacdo de
metodologia como descrita por Salvador (2005). Para cada extrato foram analisadas
duas concentracdes distintas (0,5 pg/mL e 1,0 pg/mL) diante de todas as bactérias
descritas.

Como indicadoras para a execucdo dos ensaios, utilizou-se bactérias cepas
padrdo da American TypeCultureCollection (ATCC) e de campo: bactérias Gram-
negativas: Salmonella typhimurium(St) — cepa de campo, Gram-positivas:
Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Staphylococcus aureus (ATCC 6558),
Staphylococcus aureus (ATCC 8-), Staphylococcus aureus (ATCC+ 7), Bacillus subtilis
(ATCC Ct) Staphylococcus epidermidis(ATCC 12228), Staphylococcus epidermidis
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(6ep) — cepa de campo e Kocuria hizophila (ATCC 9341). Todas as bactérias foram
cultivadas por 24 horas a 37°C em &gar Miller Hinton (MH). As cepas das indicadoras
foram mantidas como culturas puras no Laboratério de Farmacognosia, Tecnologia
Fitofarmacéutica e de Bioensaios do Instituto de Biologia/ Departamento de Farmacia/
Unicamp (IB/DFV/UNICAMP) e no laboratorio de biociéncias do IFSULDEMINAS —
Campus Inconfidentes MG.

Com relacdo ao método de microdiluigdo, foi utilizado em cada pogo 50 pL
de meio TSB (TryptoneSoyaBroth), 50 pL de amostras-teste preparadas em
propilenoglicol/agua esterilizada (1:19, v/v) nas concentracdes de 0,5 e 1,0 mg/mL ou
dos controles experimentais e mais 10 uL de in6culo (suspenséo de micro-organismos
em solugdo salina a 0,9% esterilizada, numa concentracdo de 5.10° UFC/mL). Os
controles do indculo e do meio também foram previstos.

Ap6s um periodo de incubagdo de 24 horas, cada po¢o recebeu um indculo de 20
uL de tetrazolio. Posterior a um novo periodo de incubacdo a 37° C, por cerca de 24 horas,
realizou-se leitura visual, comparando as amostras com os controles. Os experimentos foram

realizados em duplicata, para cada cepa indicadora.

3.6.ENSAI0O PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA IN VITRO

Para a execucdo da atividade anti-inflamatéria in vitro do extrato bruto foi
utilizada a técnica de desnaturacdo de albumina BSA de acordo com Mizushima e Kobayashi
(1968) com modificagdo. O ensaio se baseia na capacidade do extrato inibir a desnaturagéo da
proteina (BSA), sendo a desnaturacdo de proteinas de tecido uma das causas bem
documentadas de doencas inflamatorias e artriticas (CHOPADE et al., 1998; MOHITE e
BHASKAR, 2011).

Para tanto 1,0 mg dos extratos foram dissolvidos em 20 pL. de DMSO e 980 uL
de tampéo fosfato (pH 7,0), sendo obtida uma solu¢do a 1 mg/mL. A solucdo estoque de BSA
10% foi obtida adicionando 10 pg de BSA em 100 mL de tampao fosfato (pH 7,0). Os
experimentos foram realizados em placas de microtitulacdo de 96 pogos, onde as amostras-
teste foram analisadas nas concentragdes finais de 400, 200, 100, 50, 25 pg/mL. O controle
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negativo foi obtido utilizando-se 20 puL de agua destilada adicionado a 180 uL de solugdo
BSA a 10%. O controle positivo foi obtido utilizando-se 1 mg de diclofenaco dissolvido em
1000 pL de tampao fosfato (pH 7,0) e fracionado em varias concentraces. Todas as amostras
foram analisadas em triplicata.

Ap0s a montagem, a placa contendo as amostras-teste foi incubada a 37 °C por 15
minutos em uma estufa BOD e depois a desnaturacdo do BSA foi obtida, mantendo a placa de
microtitulacdo a 60 °C em um banho maria durante 10 minutos. Posterior a um tempo de
cinco minutos de resfriamento foi procedida a leitura em leitor de placas de 96 pocos
(absorbancia no comprimento de onda de 660 nm). A percentagem de inibicdo da
desnaturacdo proteica foi calculada utilizando a férmula: % de inibicdo de deshaturacdo do
BSA = [(Média de absorcéo do composto teste) -1] x100 Média de absorcao do controle.

3.7.ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados neste estudo corresponderam a média das repeticdes,
desvio padrdo da média e coeficiente de variacdo. Os dados obtidos foram analisados por
meio do software Origin 6.0 e Microsoft Office Excel 2010.
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4. RESULTADOS

4.1.AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os extratos hexanico e etandlico apresentaram capacidade antioxidante avaliado
pelo ensaio indireto DPPH, destacando o extrato etandlico que obteve 1C50 = 169,39 pg/mL,
de forma que esta atividade apresentou relacdo com o contedo de fenodlicos totais soluveis
determinados pelo ensaio colorimétrico Folin Ciocalteau (Tabela 1). A Tabela 2 apresenta os
contetdos fendlicos, com os valores que representam o Desvio Padrdo e o Coeficiente de

Variacdo dos dois extratos analisados.
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Tabela 1- Conteudo de fenolicos solUveis totais e capacidade antioxidante pelo método DPPH dos
extratos hexanico e etanolico de P. glabrata:

Amostras Contetido fendlico® Ensaio DPPH, ICs¢?, (ug/mL)*

(mg GAE/qg)®

EBE 2.20 (0.05) 169,39 (1.5)
EBH 1.78 (0.06) > 200((1,1)
Quercetina* - 8.30 (2.10)
Acido caféico* - 11.20 (2.40)

*Média (RSD%, desvio padrdo relativo) de ensaios triplicata. ® Contetido de fenélicos solveis totais expresso

em miligramas de acido gélico equivalentes por grama de extrato (mg de GAE/g). ¢ Dados do ensaio DPPH
expresso como 1C50 (concentragdo que inibe 50% do radical DPPH) em microgramas por mililitros (ug /mL). *:

Controle positivo.

Tabela 2- Contetdo fendlico determinado pelo ensaio colorimétrico Folin Ciocalteau presente em
cada extrato frente ao Desvio Padréo e ao Coeficiente de Variagao:

Amostras Conteudo fendlico Desvio Padréo Coeficiente de
(Mg GAE/Q) Variagao
Extrato bruto 2.20 (0.05) 0,5 0,4
etanolico
(EBE)
Extrato bruto 1.78 (0.06) 0,5 0,6
hexanico
(EBH)

A Figura 6 a seguir representa o percentual de inibigdo do radical DPPH frente as
concetracdes dos extratos e dos controles do Acido galico e da Quercetina utilizadas no

estudo:
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Figura 6- Representacdo gréfica da atividade antioxidante analisando o percentual de inibi¢do do
radical DPPH frente as concentragfes dos extratos.

A figura 7 abaixo, ilustra o resultado da analise antioxidante utilizando o radical
DPPH:

Figura 7- Resultado da analise da atividade antioxidante utilizando o radical DPPH dos extratos etandlico
e hexénico de Pfaffia glabrata.
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4.2.AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os resultados obtidos dos extratos brutos de Pfaffia glabrata em concentragdes
distintas (0,5 pg/mL e 1,0 pg/mL) indicou que esta espécie apresenta atividade
antimicrobiana (Tabela 3). Os resultados mais significativos foram demonstrados diante das
cepas de Salmonella typhimurium (ATCC Ct), Bacillus subtilis (ATCC Ct), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) e Kocuria rhizophila (ATCC 9341). Em contrapartida as cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Staphylococcus aureus (ATCC 6558), Staphylococcus
aureus (ATCC 8-) e Staphylococcus aureus (ATCC +7) ndo apresentaram inibicdo nas

concentragdes estudadas (Tabela 3).

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana dos extratos brutos de Pfaffia glabrata expressa em termos de
Concentragdo Biocida Minima (CBM mg/ml), determinada pela técnica de microdiluicéo.

MICRORGANISMOS EBE EBH

CBM (mg/mL) CBM (mg/mL)

Staphylococcus aureus (ATCC 14458) - -
Staphylococcus aureus (ATCC 6558) - -
Staphylococcus aureus (ATCC 8-) - -
Staphylococcus aureus (ATCC+ 7) - -

Salmonella typhimurium (ATCC Ct) 0,5 0,5
Bacillus subtilis (ATCC Ct) 0,5 0,5
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) - 1,0
Kocuria rhizophila (ATCC 9341) 0,5 1,0

American TypeCultureCollection(ATCC); -: ndo se observou inibi¢cdo do crescimento microbiano até a maior
concentragdo avaliada (1,0 mg/mL) para os extratos brutos; CBM: concentragdo biocida minima (mg/mL) =
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concentragdo que inibe em 100% o desenvolvimento microbiano. Dados expressos como media de analise em

duplicata. Amostras: EBH: extrato bruto em hexano; EBE: extrato bruto em etanol.

Adicionalmente, observa-se na Figura 8 os resultados (mudanca de coloracgdo)

obtidos na analise da atividade antimicrobiana dos extratos :

Figura 8- Resultado da analise da atividade antimicrobiana de extratos de P. glabrata, utilizando o
método de microdiluicao.

4.3.AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO

Os resultados da analise da capacidade anti-inflamatéria dos extratos in vitro
utilizando o ensaio da desnaturacdo da albumina de soro bovino (BSA), indicou valores mais

relevantes para o extrato etanolico, comparado ao hexanico (Figura 9).
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Figura 9- Representacdo do percentual de inibicdo frente as diferentes concentragfes dos dois extratos.

O resultado do grafico corrobora o entendimento de que a atividade inibidora de
desnaturacdo proteica depende da concentragdo no intervalo de 200 a 400 pg/mL. Nota-se que
0 extrato etandlico apresentou melhor resultado na concentracdo de 400 pg/mL, inibindo
54,14% da desnaturacdo. O extrato hexanico provavelmente necessita de uma concentracdo
maior que 400 pug/mL para apresentar 50% da desnaturacdo proteica. A determinagéo da I1Csp,
estimando-se a concentracdo que reduz em 50% a desnaturacdo proteica para cada amostra-
teste do extrato etandlico indicou um valor de 1Cso de 308,37 + 0,45 pg/mL.
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5. DISCUSSAO

A separacdo de substancias organicas localizados nas espécies vegetais, 0
descobrimento de suas atividades e mecanismos de acdo, seguem sendo um dos maiores
desafios no ramo da quimica farmacéutica, fitoquimica e farmacologia (MACIEL et al.,
2007). Cascatas metabdlicas tanto no corpo humano quanto em espécies vegetais geram
radicais livres, no qual, sdo altamente reativos e trazem grandes maleficios ao organismo. A
autoprotecdo natural que combate o dano celular causado por este processo oxidativo, se da
por meio de compostos antioxidantes presentes abundantemente em inimeras plantas ja
estudadas.

Os resultados apresentados na Tabela 1 e 2, Figura 6 e 7, destacam que o extrato
etanolico de P. glabrata tem capacidade antioxidante, sendo esta atividade relacionada com o
contetido de fendlicos totais soltveis, determinado pelo ensaio colorimétrico Folin Ciocalteau.
A andlise do IC50 mostrado na Tabela 1 sustenta a melhor eficiéncia do extrato etandlico
comparado ao hexanico, ja que quanto menor for o 1IC50 melhor € a atividade apresentada
pela planta perante os principios ativos. Sendo assim, quanto maior a concentracdo da amostra
e menor a absorvancia, maior o consumo de DPPH e portanto o elevado consumo de DPPH
pela amostra resulta em uma maior atividade antioxidante (ALVES et al., 2007).

A metodologia utilizada na pesquisa, baseia-se na transferéncia de elétrons de um

composto antioxidante para um radical livre, 0 DPPH, que ao se reduzir perde sua coloragéo
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parpura. Duarte-Almeida et al., (2006), em seu estudo faz uma comparagéo entre o método de
sequestro de radicais livres frente ao método utilizando a reacdo acoplada de acido linolénico
e B- cartoteno e conclui que ha um discrepancia nos resultados apresentados que pode variar
de acordo com as espécies vegetais. Porém, em seu trabalho sobre atividade antioxidante de
algumas frutas, a maior eficiéncia relacionada a este tipo de atividade foi na utilizacdo do
método DPPH, o mesmo utilizado nesta pesquisa com P. glabrata.

Os resutlados obtidos no presente estudo constatam a presenca de principios
ativos presentes em produtos naturais obtidos de plantas do género Pfaffia (LEAL et al.,
2010; CORREA 2014) e justifica a ampla utilizacdo de espécies da familia Amaranthaceae
para inibicdo de efeitos deletérios do estresse oxidativo (SALVADOR et al., 2006; LEAL et
al., 2010; CHAUDHURI & SEVANAN, 2013).

Diversas plantas da familia Amaranthaceae apresentam atividade antimicrobiana
consideravel ja reportadas. A partir de 1982, Barros (1982) ja mecionava sobre o combate a
asma, bronquite e febre utilizando-se de raizes de Gomphrena arborescens. Siqueira (1992)
também cita o uso de raizes de Gomphrena para o tratamento de infecc¢des respiratdrias com
resultados significativos. Em contrapartida, ainda sdo escassos estudos relacionados a espécie
Pfaffia glabrata, e de acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, a espécie vegetal tem
grande potencial antimicrobiano frente aos microorganismos ja citados.

Considerando os valores apresentados pela Tabela 3 e Figura 8, é possivel inferir
que os dois extratos avaliados compdem-se de metabdlitos secundarios com potencial
consideravel frente a alguns microorganimos. Nota-se que a planta é pouco eficiente em inibir
bactérias gram-positivas como é o caso de Staphylococcus aureus, com exce¢do de Bacillus
subtilis que apresentou uma boa efetividade na menor concentragdo de extrato utilizada no
experimento. A auséncia de atividade antibactericida pode ser decorrente da concentracao dos
extratos que foram utilizadas (0,5 pg/mL e 1,0 pg/mL), da qualidade da planta (alterada por
condicBes de solo, tipo de colheita, época de coleta, sazonalidade e teor de ativos) ou até
mesmo por uma baixa sensibilidade destes organismos estudados frente aos extratos (PINHO
etal., 2012).

Schneider et al., (2008) analisaram a atividade antimicrobiana de extratos de
Pfaffia glomerata coletadas em diferentes épocas do ano, em dezembro/2006 e em maio/2006,
frente aos microorganismos: Streptococcus pyogenes (ATCC 25922) Escherichia coli (
ATCC 19615), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC
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25929) concluindo que os extratos das plantas da primeira coleta apresentaram melhor
atividade frente a todos as bactérias utilizadas, ja o extrato obtido por meio das plantas da
segunda coleta foi capaz de inibir apenas microorganismos Gram-positivos. De acordo com
0s autores, a época de coleta das plantas influencia a producdo de metabdlitos secundarios
capazes de apresentar atividade antimicrobiana. Salientando o fato da importancia da coleta
em épocas distintas, o que ndo foi realizado no presente estudo e que pode ter influenciado
nos resultados obtidos.

Bona et al., (2014) desenvolveram estudos comparando diferentes métodos de
avaliacdo da atividade antimicrobiana tais como: método de difusdo em &gar por disco e por
poco e também o método de microdiluicdo, usando extratos etandlicos e aquosos das espécies
folhas das plantas Psidium guajava (goiabeira branca), Myrciaria cauliflora (jabuticabeira) e
Syzygium cumini (jambol&o). As folhas foram coletadas em janeiro/2014 e fevereiro/2014 e 0s
testes realizados com cepas padrdo de Bacillus subtilis subsp. spizizenii (CCCD B005),
Candida albicans (ATCC 10231), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Salmonella enterica (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Para os autores, 0 método de microdiluicdo
possibilitou a visualizacdo da atividade inibitéria dos extratos em menores concentragoes,
porém, 0 mesmo ndo ocorreu nos métodos de difusdo em &gar. Pode ser observado também
que ao contrario do método de microdiluicdo, alguns extratos nem mesmo apresentaram
atividade inibitéria quando foram utilizados nos testes de difusdo. O que corrobora o aumento
da utilizacdo da técnica de microdiluicdo usada no presente estudo, pelo fato de possuir maior
rendimento, baixo custo, utilizando pequenas quantidades de amostras, é mais sensivel que
outras técnicas e apresenta uma maior confiabilidade dos resultados (ELOFF,
1998;0STROSKY et al., 2008).

A presenca de um campo amostral pequeno relacionado a bactérias Gram-
negativas ndo permite induzir ao fato de que os extratos séo eficientes diante desta linhagem
de organismos, no entanto, é possivel inferir que ambos extratos sdo bastante competentes na
inibicdo de Salmonella typhimurium, sendo este um dado precioso diante da insuficiéncia de
informagdes relacionadas a P. glabrata, portanto faz-se necessario novas pesquisas.

Os medicamentos anti-inflamatorios sdo uns dos agentes terapéuticos mais
procurados e usados no mundo atual, no entanto, estes apresentam muitos efeitos adversos
além de ter limitagdes em sua eficécia e potencialidade (PARENTE, 2001; FIORUCCI et al,.
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2001). Frente a esta problematica indesejavel o presente trabalho buscou explorar a atividade
anti-inflamatoria de Pfaffia glabrata, j& que a literatura trds dados bastante relevantes sobre
esta atividade presente em Amaranthaceae. De acordo com a andlise feita nos dois extratos
tanto etanolico quanto hexanico, demonstrada na Figura 9, obteve-se sucesso ao observar que
a atividade inibidora de desnaturacdo proteica esta presente e mostra ser eficaz, porém, em
diferentes concentracgdes no extrato etandlico comparado ao hexanico.

Em virtude das propriedades quimicas do extrato bruto etanolico, este apresentou
maior eficacia, j& que em uma concentracdo de 308, 37 pg/mL + 0,45 pg/mL expressou 50%
de inibicdo de desnaturacdo de proteinas. Ao passo que, 0 extrato hexanico necessita de uma
concentracdo maior que 400 pg/mL para atingir este percentual de inibicdo. Deste modo, 0
extrato etanolico mostra-se promissor uma vez que ndo encontra-se relatos sobre a atividade
anti-inflamatoria de P. glabrata, sendo este o primeiro relato da atividade em ensaios anti-
inflamatorios in vitro.

Em suma, a reuniéo de todos os resultados obtidos com a realizacéo deste trabalho
comprovaram que a espécie vegetal Pfaffia glabrata é de fato promissora, no entanto, faz-se
necessario outros estudos envolvendo esta espécie vegetal para descoberta de novas atividades
e de identificacdo dos principios ativos, corroborando a producdo de novas pesquisas e
criacdo de fitoterapicos capazes de suprir as necessidades de comunidades carentes.
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6. CONCLUSAO

Conforme as analises feitas dos extratos hexanico e etanolico da espécie P.
glabrata, constata-se que esta exibe um potencial antioxante, antimicrobiano e anti-
inflamatorio.

No entanto, € necessario realizar outras técnicas, até mesmo in vivo para legitimar
tais atividades expostas pelos extratos da planta, ja que ndo se pode descartar uma andlise de
toxicidade que avalia os possiveis efeitos colaterais que o consumo de um futuro fitoterapico
baseado nesta planta pode causar. Logo, averiguar estas atividades contribui para futuras

prospecces bioldgicas.
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