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RESUMO 

A planta Pfaffia glomerata, popularmente chamada de ginseng-brasileiro, é 

amplamente utilizada no Brasil para o tratamento de diversas patologias, incluindo as 

associadas ao Sistema Nervoso Central. A 20-hidroxiecdisona, fitoesteroide presente 

nesta planta, pode promover efeitos adaptógenos no organismo, conferindo maior 

resistência corporal a estressores exógenos e endógenos. O objetivo deste estudo foi 

avaliar o possível efeito neuroprotetor de extratos e frações da parte aérea e raízes de 

P. glomerata, utilizando métodos in vitro, além de determinar a presença e 

concentração de 20-hidroxiecdisona nessas amostras. Por outro lado, a fração 

diclorometano (RD) do extrato metanólico das raízes foi testada em modelo in vivo, uma 

vez que as raízes são as partes mais utilizadas popularmente. As frações foram obtidas 

pela partição dos extratos metanólicos da parte aérea e das raízes de P. glomerata com 

hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol, tendo sido obtido também o 

resíduo aquoso (fração água). As amostras foram inicialmente testadas em ensaios de 

atividade antioxidante e antiglicante e, posteriormente, aquelas frações mais 

promissoras foram submetidas a análises de citotóxicidade e cromatográfica. A 

espectrometria de massas e a análise por cromatografia líquida de alta eficiência 

revelaram que a 20-hidroxiecdisona foi o principal composto na fração diclorometano, 

tanto na parte aérea (PAD) com 45 µg/mg de fração, como nas raízes (RD), com 33,5 

µg/mg de fração. Dentre as análises in vitro, a fração PAD apresentou resultados mais 

promissores do que a fração RD. No modelo in vivo, camundongos C57BL6 foram 

tratados por gavagem com três doses da fração RD (3, 10 e 30 mg/kg) e submetidos a 

avaliação de parâmetros de estresse, ansiedade e depressão. Os animais tratados com 

30 mg/kg de RD também foram submetidos a análise de biomarcadores do estresse 

oxidativo no córtex, estriado e hipocampo.  A dose de 30 mg/kg de RD foi capaz de 

reduzir o estresse, a ansiedade e a depressão, além de manter as defesas 

antioxidantes do córtex e estriado dos camundongos avaliados. Essas descobertas 

abrem novas perspectivas para a compreensão das propriedades terapêuticas de P. 

glomerata associando a atividade biológica a presença dos fitoesteróides.  

 

Palavras-chave: Pfaffia glomerata, 20-hidroxiecidisona, estresse oxidativo, produtos 

naturais, sistema nervoso, efeito adaptógeno. 
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  ABSTRACT 

 

The plant Pfaffia glomerata, popularly called Brazilian ginseng, is widely used in Brazil 

for the treatment of various pathologies, including those associated with the Central 

Nervous System. 20-hydroxyecdysone, a phytosteroid present in this plant, can promote 

adaptogenic effects in the body, providing greater body resistance to exogenous and 

endogenous stressors. The aim of this study was to evaluate the possible 

neuroprotective effect of extracts and fractions from shoots and roots of P. glomerata, 

using in vitro methods, in addition to determining the presence and concentration of 20-

hydroxyecdysone in these samples. On the other hand, the dichloromethane fraction 

(RD) of the methanol extract of the roots was tested in an in vivo model, since the roots 

are the most popularly used parts. The fractions were obtained by partitioning methanol 

extracts from the aerial part and roots of P. glomerata with hexane, dichloromethane, 

ethyl acetate and n-butanol, and the aqueous residue (water fraction) was also obtained. 

The samples were initially tested in antioxidant and antiglycation activities assays and, 

later, those most promising fractions were submitted to cytotoxicity and chromatographic 

analyses. Mass spectrometry and analysis by high performance liquid chromatography 

revealed that 20-hydroxyecdysone was the main compound in the dichloromethane 

fraction, both in the aerial part (PAD) with 45 µg/mg fraction, and in the roots (RD) with 

33.5 µg/mg of fraction. Among the in vitro analyses, the PAD fraction showed more 

promising results than the RD fraction. In the in vivo model, C57BL6 mice were treated 

by gavage with three doses of the RD fraction (3, 10 and 30 mg/kg) and submitted to 

evaluation of stress, anxiety and depression parameters. Animals treated with 30 mg/kg 

of RD were also submitted to analysis of oxidative stress biomarkers in the cortex, 

striatum and hippocampus. The dose of 30 mg/kg of RD was able to reduce stress, 

anxiety and depression, in addition to maintaining the antioxidant defenses of the cortex 

and striatum of the evaluated mice. These discoveries open new perspectives for 

understanding the therapeutic properties of P. glomerata associating the biological 

activity with the presence of phytosteroids. 

 

Keywords: Pfaffia glomerata, 20-hydroxyecdysone, oxidative stress, natural products, 

nervous system, adaptogenic effect.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Considerações gerais  

As doenças neurológicas demência e estresse, além dos transtornos 

mentais depressão e ansiedade, são caracterizados por uma combinação de 

alterações fisiológicas, emocionais e comportamentais entre o paciente e outras 

pessoas próximas em seu convívio (GBD, 2018). Essas doenças continuam a 

crescer ao redor do mundo, com impactos significativos na saúde e importantes 

consequências sociais, de direitos humanos e econômicas em todos os países do 

mundo (CHARLSON; VAN OMMEREN; FLAXMAN; CORNETT et al., 2019). 

A demência é uma síndrome crônica e/ou progressiva que leva a 

deterioração do sistema nervoso central e gradual perda cognitiva, sendo a doença 

de Alzheimer responsável por cerca de 60 – 70% dos casos (WHO, 2018). A doença 

acomete principalmente idosos e já é considerada a sétima causa de morte no 

mundo, gerando implicações sociais e econômicas significativas em termos de 

custos diretos de assistência médica e social (WHO, 2018). Os mecanismos 

bioquímicos do desenvolvimento da demência ainda não estão totalmente 

conhecidos, mas muitos trabalhos vêm relacionando a doença como causa e/ou 

consequência do estresse (JUSTICE, 2018).  

  Por sua vez, o estresse se tornou um grande problema de saúde mental, já 

que pode também ser um fator importante no desenvolvimento de ansiedade e 

depressão (WHO, 2017). A exposição a diferentes situações estressantes leva a 

manifestações psicopatológicas que provocam consideráveis alterações 

fisiológicas e bioquímicas, que podem incluir inflamação e estresse oxidativo 

(BARDEEN; FERGUS, 2016; TEIXEIRA; DE SOUZA; PEIXOTO; MACHADO et al., 

2017). Devido ao aumento dos casos de demência e de estresse, inúmeras 

pesquisas vêm sendo feitas em busca de novas intervenções terapêuticas 

(ALZOBAIDI; QUASIMI; EMAD; ALHALMI et al., 2021).  

Neste cenário, as plantas medicinais e seus compostos bioativos com 

propriedades adaptogênicas têm sido recomendadas como opções terapêuticas 

complementares para tratar demência (LUTHRA; ROY, 2021) e para controlar o 

estresse e seus sintomas psicopatológicos (KAUR; MAKANJUOLA; ARORA; 
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SINGH et al., 2017; CARLINI, 2003; DOBREK, 2019; UDDIN; AL MAMUN; KABIR; 

JAKARIA et al., 2019). Os adaptógenos incluem plantas e várias substâncias que 

aumentam a resistência inespecífica do corpo, protegendo-o de estressores 

(PANOSSIAN; WIKMAN, 2010). Dentre essas plantas, destaca-se a Pfaffia 

glomerata (Spreng) Pedersen, espécie da família Amaranthaceae, nativa do Brasil 

e popularmente conhecida como "ginseng brasileiro", devido às suas propriedades 

medicinais serem comparadas ao do ginseng asiático (Panax ginseng) 

(MARQUES, 1998). Na medicina tradicional brasileira, as raízes de P. glomerata 

são utilizadas como antioxidantes e como tratamento em vários distúrbios físicos e 

mentais (CARLINI, 2003; CARLINI; RODRIGUES; MENDES; NEGRI et al., 2007). 

O efeito adaptogênico de P. glomerata é atribuído ao fitoesteroide  20-

hidroxiecdisona (20E), que atualmente já é utilizado como ingrediente em 

suplementos dietéticos (HUNYADI; HERKE; LENGYEL; BÁTHORI et al., 2016; 

AMBROSIO; WIRTH; JOSEPH; MAZZARINO et al., 2020). Vale salientar que o 

composto 20E é produzido também por artrópodes, atuando como hormônio da 

ecdise no organismo desses animais (DELALIO; DION; BOOTES; SMITH, 2015). 

A literatura aponta que a parte aérea de P. glomerata apresenta maiores teores de 

20E do que as raízes da planta (DE MELO MARTINS; ANDRICH; MARTINS; 

CALAÇA et al., 2020), contudo, ainda são poucos os estudos com a parte aérea.   

Por outro lado, já foi sugerido que as raízes de P. glomerata e 20E 

desempenham um papel no sistema nervoso central humano e em roedores, no 

tratamento de doenças e transtornos mentais (DE-PARIS; NEVES; SALGUEIRO; 

QUEVEDO et al., 2000; VIGO; NARITA; NAKAMURA; MARQUES, 2003; FENNER; 

ZIMMER; NEVES; KLIEMANN et al., 2008) não tendo sido exibido qualquer 

atividade citotóxica ou mutagênica (ALMEIDA; DÜSMAN; MATTGE; TOLEDO et 

al., 2017). Estudos em animais indicaram que 20E previne a apoptose de neurônios 

e astrócitos (WANG; WANG; FENG; WANG et al., 2014), melhora o 

comprometimento cognitivo (MARQUES; GALVÃO; ESPÍNOLA; DIAS et al., 2004), 

tem efeitos benéficos contra lesão cerebral e inibe a produção de espécies reativas 

de oxigênio (ERNS) (HU; LUO; CHU; SHAN et al., 2012). 

 Xia; Zhang; Liu; Wang et al. (2014) mostraram que o 20E é capaz de reduzir 

déficits de memória em ratos submetidos ao Diabetes mellitus tipo 1, induzido pela 

estreptozotocina, possivelmente por aumentar a capacidade antioxidante do 
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cérebro. Tsujiyama; Ujihara; Ishihara e Sasa (1995) indicaram que 20E atuou no 

sítio modulador do receptor de ácido gama-aminobutírico GABA-A e aumentou a 

inibição GABAérgica em cultura de neurônios corticais, desencadeando um efeito 

ansiolítico. De acordo com Marques; Galvão; Espínola; Dias et al. (2004), extratos 

das raízes de P. glomerata reverteram parcialmente a memória induzida pela idade 

e os déficits de aprendizagem. Da mesma forma, Vigo; Narita; Nakamura e 

Marques (2003) mostraram que extratos hidroetanólicos desencadearam efeitos 

sedativos em roedores. 

Outros estudos indicaram ainda que o fitoesteroide 20E foi capaz de 

promover a inibição da acetilcolinesterase, uma enzima cuja inibição é vista como 

importante no tratamento do Alzheimer (NEJMA; NGUIR; JANNET; DAÏCH et al., 

2015; MAMADALIEVA; BÖHMDORFER; ZENGIN; BACHER et al., 2019; 

MOAWAD; ABUZAID; ARAFA; AHMED et al., 2020). Além disso, Kang; Zhang; 

Wang; Zhao et al. (2019) indicaram que a 20E foi capaz de estimular a produção 

de receptores de dopamina e de ativar a via MAPKinase. A  via MAPKinase foi 

descrita como sendo capaz de reduzir a geração de β-amiloides e de aliviar 

deficiências cognitivas em modelos de doença de Alzheimer (DU; DU; ZHANG; 

HUANG et al., 2019).  

1.2 Doença de Alzheimer e suas complicações 

A doença de Alzheimer (DA) é uma condição que pertence a categoria de 

patologias neurodegenerativas denominada demência, cujo principal sintoma é o 

declínio gradual das capacidades cognitivas do indivíduo (CALABRÒ; RINALDI; 

SANTORO; CRISAFULLI, 2021). A neuropatologia compreende cerca de 60 a 70% 

dos casos de demência ao redor do mundo, sendo uma das doenças que mais 

crescem entre as principais causas de morte (WHO, 2018). Atualmente, cerca de 

55 milhões de pessoas vivem com demência, gerando um custo global estimado 

em US $ 818 bilhões (PRINCE; WIMO; GUERCHET; ALI et al., 2017).  

A DA acomete o indivíduo de maneira progressiva e geralmente afeta 

pessoas idosas (>65 anos), porém, casos de início precoce foram indicadas na 

literatura (~10% dos casos no mundo) (PERL; TRANSLATIONAL; MEDICINE, 

2010). Atualmente, as intervenções terapêuticas são muito limitadas, uma vez que 
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o conhecimento do mecanismo molecular que causa a doença ainda é pouco 

compreendido (DUNN; STEIN; CAVAZZONI, 2021). Contudo, sabe-se que 

indivíduos com DA apresentam gradual perda sináptica, acúmulos de placas 

proteicas β-amiloides e emaranhados neurofibrilares de proteína Tau no sistema 

nervoso, resultando em perda cognitiva e morte dos neurônios (CALABRÒ; 

RINALDI; SANTORO; CRISAFULLI, 2021). A proteína precursora de amilóide 

(APP) é uma proteína transmembrana encontrada naturalmente nos neurônios e, 

ainda que pouco compreendida, sabe-se que sua função é atuar na ação sináptica, 

na diferenciação e plasticidade neuronal (MÜLLER; DELLER; KORTE, 2017). A 

APP pode ser clivada por enzimas denominadas secretases, podendo ser 

encontradas as isoformas α, β e γ (WILKINS; SWERDLOW, 2017). Em indivíduos 

normais, a APP é processada pela α-secretase e depois pela γ-secretase, e os 

fragmentos obtidos atuarão em processos específicos de sinalização celular 

(HARTMANN, 2013).       

Por outro lado, em indivíduos com DA, a proteína APP é clivada 

primeiramente pela β-secretase e depois pela γ-secretase, liberando um fragmento 

de proteína β-amiloide, que pode formar oligômeros que possuem atividades 

neurotóxicas e com potencial em se agruparem e formarem placas proteícas de β-

amiloides (O'BRIEN; WONG, 2011). Essas placas possuem formato esférico e 

começam a se acumular entre as sinapses, dificultando a propagação do impulso 

nervoso (RODRIGUES, 2011; SINGH; SHARMA; ARORA; ATTRI et al., 2020).  

Outra alteração presente na DA é a formação de emaranhados de proteína 

Tau (GUO; NOBLE; HANGER, 2017). As proteínas Tau começam a se aglomerar 

após serem hiperfosforiladas anormalmente na DA, formando emaranhados 

neurofibrilares capazes de alterar a estrutura do neurônio, resultando em células 

com axônios longos e finos em comparação com o corpo celular (GUO; NOBLE; 

HANGER, 2017). A proteína Tau também tem importância fisiologica, pois é capaz 

de se ligar aos microtúbulos do citoesqueleto encontrado nos axônios e assim 

estabilizá-los e, após isso, a proteína é desconectada através da fosforilação 

normal (SPIRES-JONES; HYMAN, 2014)..   

Também são visualizadas mudanças metabólicas e imunológicas no 

paciente com DA, com destaque para ocorrência do estresse oxidativo e 

inflamações, considerados atualmente como fatores que antecedem e sucedem a 
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doença (CALABRÒ; RINALDI; SANTORO; CRISAFULLI, 2021). Sabe-se que os 

neurônios são muito sensíveis ao estresse oxidativo, pois seu conteúdo 

antioxidante é baixo quando comparado a outras células/tecidos, além disso, suas 

membranas são ricas em ácidos graxos poli-insaturados sensíveis a oxidação 

(MILLER; LAWRENCE; MONDAL; SEEGAL, 2009).   

O processo natural de envelhecimento aumenta os radicais livres com o 

tempo, prejudicando fortemente os componentes sinápticos envolvidos na 

plasticidade neuronal, dinâmica do citoesqueleto e comunicação celular, processos 

estes conhecidos por serem complicações da DA (CALABRÒ; RINALDI; 

SANTORO; CRISAFULLI, 2021). Como dito, a literatura indica que o estresse 

oxidativo se inicia antes da instalação da DA, contudo, Bruce-Keller; Gupta; Knight; 

Beckett et al. (2011) mostraram que as proteínas β-amiloides, uma vez 

acumuladas, são capazes de estimular a produção de EROS e de ERNOS 

(espécies oxidativas de nitrogênio) e intensificar a fosforilação da Tau.  

Acredita-se que esse estímulo também esteja relacionado com a produção 

de mediadores inflamatórios, incluindo NOX, TGF-β, NF-κB e Nrf2, capazes de 

desencadear outros eventos ligados ao DA, tais como disfunção mitocondrial, perda 

funcional de proteínas, ácidos nucleicos, organelas e membranas (BRUCE-

KELLER; GUPTA; KNIGHT; BECKETT et al., 2011). Além disso, os radicais livres 

(EROS e ERNS) são capazes de reduzir a produção de transportadores e de 

receptores de acetilcolina, levando a uma redução no ciclo e disponibilidade da 

colina, gerando uma depressão colinérgica (RIDNOUR; DHANAPAL; HOOS; 

WILSON et al., 2012).  

Devido a possível depressão colinérgica e ao acúmulo de placas de 

proteínas β-amiloide que afetam e encurtam a sinapse, estudos buscam inibidores 

da acetilcolinesterase, enzima responsável pela hidrólise da acetilcolina em colina 

(VECCHIO; SORRENTINO; PAOLETTI; MARRA et al., 2021). Segundo Vecchio; 

Sorrentino; Paoletti; Marra et al. (2021), a inibição desta enzima, promove um 

aumento considerável da vida útil e da disponibilidade da acetilcolina na sinapse e, 

com isso, é possível gerar uma melhora cognitiva no paciente (Figura 1).  
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Figura 11– Sinapse no Alzheimer (A) e inibidores da enzima acetilcolinesterase (B) 

 

Fonte (Adaptado): https://www.researchgate.net/publication/11447114_Inspection_time_A_neurop 
sychophysiological_test_for_measuring_the_functional_integrity_of_the_cholinergic_system 

 

Todas essas complicações bioquímicas podem acarretar em um processo 

de neuroinflamação, que por sua vez intensificará os processos de 

neurodegeneração comumente observados na DA, tais como a hiperfosforilação da 

Tau, deposição de proteínas β-amiloide e a produção de citocinas pró-inflamatórias 

que o gerou (ZOTOVA; NICOLL; KALARIA; HOLMES et al., 2010). O aumento de 

citocinas induzirá o estresse oxidativo e a permeabilidade da barreira 

hematoencefálica, além de estimular a produção de IL-18, que por sua vez aumenta 

os níveis de Cdk5 e GSK-3β, que estão envolvidos na hiperfosforilação de Tau 

(OJALA; SUTINEN; SALMINEN; PIRTTILÄ, 2008).  Essas substâncias ainda 

prejudicam o metabolismo energético no sistema nervoso, pois promovem uma 

redução da produção de transportadores GLUT3 e GLUT1, transportadores de 

glicose encontrados nos neurônios e em células da barreira hematoencefálica, 

respectivamente (LIU; LIU; IQBAL; GRUNDKE-IQBAL et al., 2008).  
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1.3 Estresse, ansiedade e depressão 

O processo homeostático permite que os organismos mantenham as 

funções adequadas de seu meio interno, indo contra aos estímulos ambientais que 

tendem a desestabilizá-lo; sendo a ameaça imposta ao organismo definida como 

estressor e as alterações geradas, de resposta ao estresse (DAVIES, 2016). Essas 

respostas evoluíram como processos adaptativos, contudo, se prolongados, podem 

levar o organismo a danos teciduais e ao desenvolvimento de doenças (NIKI; 

BIOPHYSICS, 2016). Os efeitos do estresse não são específicos, podendo 

diferentes estressores gerarem as mesmas respostas, que serão desencadeadas, 

a longo ou a curto prazo, pelos sistemas nervoso, endócrino, cardiovascular e 

imune  (SOUSA; SILVA; GALVÃO-COELHO, 2015). 

A exposição do indivíduo a um determinado estressor resulta em alterações 

fisiológicas e comportamentais, tais como aumento da atividade cardiorrespiratória, 

dilatação da pupila, ansiedade, depressão, aumento do metabolismo catabólico e 

da produção de catecolaminas e corticosteroides em resposta ao estímulo 

(KNIGHT; GIULIANO; SHANK; CLARKE et al., 2020). Essas e outras alterações 

fisiológicas definem o estresse físico e/ou mental, que durante a evolução dos seres 

vivos, conferiu-lhes a capacidade de enfrentar ou fugir de situações adversas à sua 

sobrevivência, com o intuito de minimizar os possíveis danos ao organismo 

(NESSE; BHATNAGAR; ELLIS; BEHAVIOR, 2016).  

A resposta imediata ao estressor se dá por ação do hipotálamo e do sistema 

nervoso autônomo (SNA), ocasionando aumento da glicemia, da frequência 

cardiorrespiratória, do fluxo sanguíneo no músculo esquelético, dilatação da pupila 

entre outros efeitos (KNIGHT; GIULIANO; SHANK; CLARKE et al., 2020). Essa 

resposta vem acompanhada da produção de adrenalina e noradrenalina nas 

adrenais e, se a resposta ao estresse for prolongada, ocorrerá a liberação de 

corticoides, produzidos pela mesma glândula, que amplificam as ações do sistema 

nervoso simpático sobre a circulação, mantendo níveis adequados de oxigênio e 

de glicose em situação de emergência (JASZCZYK; JUSZCZAK; REVIEWS, 2021).  

Neste momento, algumas funções fisiológicas, como reprodução, digestão e 

crescimento entram em latência (SOUSA; SILVA; GALVÃO-COELHO, 2015)  e 

quando excedem o limite do organismo, podem gerar depressão, ansiedade e 

problemas cognitivos e, em casos crônicos, os tecidos podem sofrer diminuição 
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funcional devido à exposição do organismo aos radicais livres produzidos (BRULÉ; 

MORGAN; MANAGEMENT, 2018). Em determinadas situações, o estresse pode 

ser vantajoso e auxiliar o organismo a superar situações adversas, aumentando a 

produtividade e criatividade e, neste caso, é chamado de eustresse (BRULÉ; 

MORGAN; MANAGEMENT, 2018). Todavia, o estresse em excesso pode se tornar 

patológico, reduzindo a capacidade de comunicação, concentração, criatividade e 

produtividade, sendo denominado nestes casos de distresse (NIKI; BIOPHYSICS, 

2016) (Figura 2).  

 

Figura 2 – Diferenças entre eustresse e distresse 

 

Fonte (Adaptado): https://integralchurch.wordpress.com/2015/01/05/top-8-ways-to-disrupt-your-

own-routine/ 

Essas alterações também favorecem a produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROS) e de nitrogênio (ERNS), além de outros radicais livres, 

acarretando em efeitos extremamente nocivos para o organismo (WANG; MUXIN; 

NISHIDA; SHIRAKAWA et al., 2007). Ademais, temos a ansiedade, que pode ser 

considerada um dos efeitos do estresse patológico, afetando cerca de 264 milhões 

de pessoas na população mundial, sendo ainda considerada um fator de risco para 

o desenvolvimento de quadros depressivos (GUTMAN, 2010; SADOCK; SADOCK; 

RUIZ, 2016; WHO, 2017). Naturalmente, a ansiedade é considerada um processo 
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de alerta, sendo um importante mecanismo adaptativo para o indivíduo encontrar 

meios de sobrevivência em seu ambiente; porém gera sensações desagradáveis 

de medo, apreensão, tensão, desconforto e inquietação, podendo ser 

acompanhada por taquicardia, insônia, tontura e desconforto gastrointestinal 

(SADOCK; SADOCK; RUIZ, 2016). Contudo, a ansiedade pode se tornar patológica 

devido à frequência, duração ou intensidade do estímulo, muitas vezes ocorrendo 

sem causa definida, apenas com origem emocional/psicológica, prejudicando a 

homeostasia do organismo (PERROTTA, 2019). 

Outro transtorno mental de grande relevância é a depressão, caracterizada 

por tristeza persistente e falta de interesse ou prazer em atividades anteriormente 

gratificantes ou agradáveis, sendo uma doença comum em todo mundo (WHO, 

2017). Pesquisas demonstram que cerca de 50% dos pacientes com Alzheimer, 

Parkinson e esclerose múltipla possui depressão (CASTILLO; RECONDO; 

ASBAHR; MANFRO, 2000; GAVIN; REISDORFER; DA SILVA GHERARDI-

DONATO; DOS REIS et al., 2015). 

 

Figura 33– Ansiedade e depressão  

 

Fonte: https://www.youngminds.org.uk/parent/a-z-guide/anxiety/ 

 

A literatura indica que há alta relação entre ansiedade, depressão e estresse, 

justificando que geralmente indivíduos estressados e/ou ansiosos possuem 

quadros de depressão (SADOCK; SADOCK; RUIZ, 2016). Tanto no estresse 

quanto na ansiedade, há alteração nos níveis de noradrenalina presentes no 

organismo, entretanto, no caso da depressão há a deficiência da mesma 
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(SADOCK; SADOCK; RUIZ, 2016). Diferentes terapias são aplicadas para o 

tratamento destas condições como o uso de fármacos ansiolíticos e 

antidepressivos, de terapias não convencionais como acupuntura, prática de yoga, 

entre outros (MAUST; BLOW; WIECHERS; KALES et al., 2017).  

1.4 Estresse oxidativo, nitrosativo e carbonílico  

Com o aumento da produção de corticoides em resposta ao estresse físico 

e/ou psicológico, aliado ao aumento do catabolismo celular e da produção de 

radicais livres, o organismo poderá entrar em estado de estresse oxidativo, 

nitrosativo e carbonílico (ASCHBACHER; O’DONOVAN; WOLKOWITZ; DHABHAR 

et al., 2013; BYUN; YOO; SON; LEE et al., 2017). Os radicais livres são moléculas 

que apresentam elétrons não pareados, com alta capacidade oxidativa, podendo o 

organismo obtê-los por meio de fontes endógenas e exógenas (HU; LUO; CHU; 

SHAN et al., 2012). Entre os radicais livres mais comuns, temos as espécies 

reativas de oxigênio (EROS) e as espécies reativas de nitrogênio (ERNS)  

(RIDNOUR; DHANAPAL; HOOS; WILSON et al., 2012; BUTTERFIELD; 

HALLIWELL, 2019).  

O estado de estresse oxidativo será instaurado na célula quando houver um 

desbalanço entre suas defesas antioxidantes endógenas e o excesso de radicais 

livres a que está sendo exposta (SALIM, 2014). A produção inicial de radicais 

envolve a formação de íons superóxido (O2 • -), que são reduzidos a H2O2 (espécie 

não radicalar) pela SOD (Bhagat et al., 2016). Então, H2O2 pode ser convertido pela 

catalase em H2O e O2 gasoso; entretanto, no tecido nervoso, H2O2 é 

frequentemente convertido em duas moléculas de água pelo sistema de glutationa 

(KHAN; BLACK, 2003).  

O íon superóxido (O2 • -) pode ainda reagir com o gás óxido nítrico (NO), 

gerando o íon peroxinitrito (ONOO-) um dos ERNS mais reativos e deletérios para 

a célula capaz de gerar outros radicais e de promover nitração, alterando o 

funcionamento e a estrutura de muitas moléculas (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 

2003). Outro radical de importância para o entendimento do estresse é o íon 

hidroxila (OH•), que pode ser formado pela protonação do radical ONOO- ou ainda 
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a partir da reação de Fenton, que ocorre entre H2O2 e o íon férrico (Fe2+) plasmático 

(VASQUEZ-MEDRANO; PRATO-GARCIA; VEDRENNE, 2018) (Figura 4). 

 

Figura 44– Espécies reativas de oxigênio (EROS) e de nitrogênio (ERNS)  

  

Fonte (Adaptado): VILELA et al. 2017 

 

Se a quantidade desses radicais exceder a atividade das enzimas 

antioxidantes, proteínas e lipídios serão oxidados, ocorrendo mudanças em suas 

estruturas e perda de suas funções (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016). No caso da 

oxidação das proteínas e dos lipídeos, observam-se redução nos grupos sulfidrilas 

e aumento do malonaldeído, respectivamente, além de uma atividade antioxidante 

total da célula consideravelmente menor (Khan e Ali, 2018; Kösem et al., 2020). 

Esse sistema antioxidante endógeno é extremamente eficiente, mas se torna 

sobrecarregado no organismo submetido ao estresse e com a DA,  devido à alta 

quantidade de EROS e de ERNS produzidos (HAIDARI; OMIDIAN; RAFIEI; ZAREI 

et al., 2013). A literatura mostra que é possível o estresse oxidativo e nitrosativo 

serem responsáveis pelo desenvolvimento e agravamento do DA e de transtornos 

mentais, uma vez que as células do sistema nervoso são particularmente 

vulneráveis aos radicais livres, principalmente devido à baixa expressão de 
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enzimas antioxidantes neste tecido (MILLER; LAWRENCE; MONDAL; SEEGAL, 

2009). Devido a isso, o consumo de moléculas antioxidantes tais como terpenos e 

polifenóis podem auxiliar o sistema antioxidante dos neurônios a estabilizar e a 

combater os radicais livres (SREERAMA; TAKAHASHI; YAMAKI, 2012). 

Além da produção de EROS e ERNS, a literatura também aponta o aumento 

na produção de produtos de glicação avançada (AGES) e de seus receptores 

(RAGES) em neurônios de pessoas com DA e com estresse físico/psicológico (KO; 

KO; CHU; SHIEH et al., 2015; LJUBIČIĆ; BAKOVIĆ; ĆOZA; PRIBISALIĆ et al., 

2020). Os AGES constituem uma grande variedade de moléculas formadas a partir 

de interações aminocarbonilo, de natureza não enzimática, entre glicose e seus 

isômeros (açúcares redutores), lipídeos e proteínas oxidadas (VEIRAIAH, 2005). A 

formação de uma molécula glicada inicia-se com a formação de uma base de Schiff 

instável, gerada pela condensação de um grupamento carbonila de um açúcar 

redutor, com um grupamento amina, de um aminoácido ou ácido carboxílico de um 

ácido graxo (WAUTIER; WAUTIER; SCHMIDT; ANDERSON et al., 1994). Na 

sequência, a base de Schiff sofre rearranjos, tornando essa estrutura mais estável, 

gerando um produto de Amadori (WAUTIER; WAUTIER; SCHMIDT; ANDERSON 

et al., 1994).  

In vivo, a formação dos produtos de Amadori pode ocorrer em um período 

de dias e é praticamente irreversível (SINGH; BARDEN; MORI; BEILIN, 2001) 

Mecanismos alternativos de formação de AGEs incluem a chamada via do estresse 

carbonílico, na qual a oxidação de lipídeos ou de açúcares gera compostos 

dicarbonílicos intermediários altamente reativos. A glicólise e a autoxidação de 

glicose, por exemplo, produzem metilglioxal e glioxal os quais interagem com 

aminoácidos para formar AGEs (SINGH; BARDEN; MORI; BEILIN, 2001). Estes 

compostos dicarbonílicos chegam a ser 20 mil vezes mais reativos do que a glicose 

e são os principais intermediários durante a formação de AGEs no organismo 

(URIBARRI; WOODRUFF; GOODMAN; CAI et al., 2010). 

Os efeitos patológicos dos AGEs estão relacionados à capacidade destes 

compostos apresentam em modificar as propriedades químicas e funcionais das 

mais diversas estruturas biológicas (WAUTIER; WAUTIER; SCHMIDT; 

ANDERSON et al., 1994). Por meio da geração de radicais livres, de interações 

com receptores celulares e do estabelecimento de ligações cruzadas com 



30 
 

proteínas, os AGEs podem promover, respectivamente, estresse oxidativo, 

aumento da expressão de mediadores inflamatórios e alterações morfofuncionais 

(LEWIS; MEJIA; JORDAN; MONSON et al., 2017) (Figura 5). 

 

Figura 55– Compostos glicados e seus efeitos no sistema nervoso 

 

 

Fonte (Adaptado): https://molecularbrain.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13041-016-0272-9 

 

 Uma vez glicadas, as proteínas e os lipídios circulantes modificados podem, 

então, se ligar a receptores específicos, promovendo a produção de citocinas 

inflamatórias e de fatores de crescimento, os quais, por sua vez, contribuem para 

doenças que acometem o sistema nervoso (SINGH; BARDEN; MORI; BEILIN, 

2001; GOH; COOPER, 2008). Além disso, os AGES promovem a agregação das 

proteínas β-amiloides nas sinapses e são capazes de gerar EROS, ativando 

indiretamente a morte celular dos neurônios (KONG; WANG; WANG; LIU et al., 

2020). O organismo possui defesas naturais responsáveis pela remoção e 

eliminação dessas glicotoxinas. Os AGES formados nos componentes teciduais, 

por exemplo, são degradados a partir da proteólise extracelular ou por células 

scavenger, como os macrófagos teciduais, que endocitam AGES via receptores e, 

posteriormente, os liberam como AGE-peptídeos pequenos e solúveis para serem 

excretados pelos rins (RABBANI; THORNALLEY, 2018). Ainda que exista 
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considerável capacidade de eliminação dessas moléculas, a alta taxa de formação 

de AGES pode exceder a capacidade do organismo em degradá-los ao longo do 

tempo e, por isso, o uso de produtos naturais se torna um interessante meio de 

proteção contra os AGES (GOH; COOPER, 2008).  

1.5 Produtos naturais: Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen  

 

O conhecimento popular sobre os efeitos biológicos dos produtos naturais 

(etnofarmacologia) foi transmitido entre as gerações humanas através da cultura e 

hoje contribui com informações valiosas para a descoberta de compostos bioativos 

com efeitos terapêuticos (HALBERSTEIN, 2005; GULATI; HARDING; PALOMBO, 

2012). No Brasil, o Ministério da Saúde estimula a aplicação de plantas medicinais 

no tratamento complementar de várias doenças, por meio do Sistema Único de 

Saúde (SUS), com base em projetos promovidos pelo Programa Nacional de 

Fitotecnia e Fitoterápicos (ZENI; PARISOTTO; MATTOS; HELENA, 2017).  

Os compostos bioativos extraídos das plantas podem ser divididos em três 

classes principais: terpenos, alcaloides e fenóis. Milhares de compostos 

secundários foram identificadas até o momento, que por sua vez apresentam 

função biológica quando consumidos pelos seres humanos e por outros seres vivos 

(AMSTUTZ, 2008; DE LUCIA, 2008). Estudos indicam que metabólitos 

secundários, como os polifenóis e terpenos presentes em plantas medicinais, são 

capazes de eliminar os radicais livres, inibir a glicação não enzimática 

(YAMAGUCHI; ARIGA; YOSHIMURA; NAKAZAWA, 2000; KIM; KIM, 2003; WU; 

YEN, 2005), e a enzima acetilcolinesterase (VECCHIO; SORRENTINO; 

PAOLETTI; MARRA et al., 2021) e tratar as complicações do estresse (SAHOO, 

2018), ansiedade (YEUNG; HERNANDEZ; MAO; HAVILAND et al., 2018) e 

depressão (NABAVI; DAGLIA; BRAIDY; NABAVI, 2017).  

A família Amaranthaceae é predominantemente encontrada em regiões 

tropicais e subtropicais, incluindo cerca de 170 gêneros e 2000 espécies de 

distribuição cosmopolita, podendo ser encontradas em ambientes abertos e no 

interior de florestas, exceto em regiões mais frias do Hemisfério Norte 

(MARTINELLI; MORAES, 2013). A família é representada por 21 gêneros e 147 
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espécies no Brasil, utilizadas para fins ornamentais e medicinais (MARTINELLI; 

MORAES, 2013). No cerrado são encontradas 98 espécies da família, 20 

exclusivas, com acentuado declínio populacional, uma vez que mais de 40% da 

vegetação original foi removida para o plantio de monoculturas (PRIMACK; 

RODRIGUES, 2006; MARCHIORETTO; MIOTTO; SIQUEIRA, 2010; MARTINELLI; 

MORAES, 2013).  

A P. glomerata (figura 6) faz parte da família Amaranthaceae, bem como o 

espinafre (Spinacia oleracea), a beterraba (Beta vulgaris) e o caruru 

(Amaranthus spp) (MARTINELLI; MORAES, 2013). A planta apresenta formação 

arbustiva, podendo chegar a 2 metros de altura, com caules eretos, finos e glabros 

ou até pouco pubescentes; ramos nodosos, folhas opostas, curto-pecioladas a 

ovado-lanceoladas ou estreito-lanceoladas, acuminadas e mucronadas, com 

comprimento variando entre 5 a 12 cm e com 1 a 2 cm de largura (CORADIN; 

SIMINSKI; REIS, 2011).  

 

Figura 66- Parte aérea (PA) e raiz (R) da Pfaffia glomerata  

 

Fonte: o autor.  

 

As inflorescências estão reunidas em dicásios, com flores em panícula 

completa, fruto aquênio e raízes com forma antropomórfica, sendo que a planta 

possui perenidade complexa, se reproduzindo assexuadamente por estaquia dos 

ramos e sexualmente por meio de sementes (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011). 

Os dois métodos são eficientes para a propagação do ginseng-brasileiro, no 

entanto, vale salientar que já existem técnicas para a propagação in vitro e enxertia 
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(IAREMA; DA CRUZ; SALDANHA; DIAS et al., 2012). A planta ocorre em regiões 

tropicais ou subtropicais, com temperaturas entre 20 e 30 °C, não tolerando baixas 

temperaturas, por isso, por ser uma espécie anfíbia, pode ser encontrada em locais 

próximos de rios e nas orlas das matas de galeria, locais estes com grande 

quantidade de água, luz e solo argiloso de boa fertilidade (CORADIN; SIMINSKI; 

REIS, 2011). Apresenta grande plasticidade frente às mudanças ambientais, o que 

pode tornar viável o seu aproveitamento e cultivo. A planta é nativa, mas não 

endêmica do Brasil, podendo ser encontrada em todas as regiões e praticamente 

em todos os Estados com altitudes de 80 a 800 m. Contudo não fora confirmada 

sua ocorrência nos seguintes estados: Acre, Tocantins, Piauí, Ceará, Rio Grande 

do Norte, Alagoas e Sergipe.  

 O uso popular do ginseng-brasileiro já lhe rendeu diversos outros nomes, 

tais como para-tudo, anador, novalgina, sempre-viva entre outros que foram 

consagrados por seus efeitos terapêuticos (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011). 

Entre as principais indicações populares encontradas na literatura, temos seu uso 

como energizante; estimulante da memória; rejuvenescedor; afrodisíaco e 

revitalizante; inibidor de células cancerosas; ativador da circulação; combate 

diabete; estresse artrite, artrose, anemia, colesterol, estrias, flacidez da pele, 

tremores, labirintite, hemorróidas e diarréia, além de também estimular o sistema 

imune e repor hormônios (VIGO; NARITA; NAKAMURA; MARQUES, 2003; 

CORRÊA JÚNIOR; MING; CORTEZ, 2008; FENNER; ZIMMER; NEVES; 

KLIEMANN et al., 2008; CARNEIRO; RIBAS FILHO; MALAFAIA; RIBAS et al., 

2010; CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).  

O ginseng-brasileiro é considerado uma planta adaptógena, isto é, possui 

substâncias que aumentam a resistência dos organismos a estressores diversos 

(físicos, químicos e biológicos), promovendo sua adaptação e manutenção da 

homeostase durante o estresse (TODOROVA; IVANOV; DELATTRE; 

NALBANTOVA et al., 2021). Das partes da planta, as raízes são as que possuem 

maiores relatos populares sobre atividade biológica e, devido a isso, a exploração 

da espécie em ambiente natural vem reduzindo as populações de P. glomerata, 

uma vez que a planta morre após remoção de suas raízes; atualmente a espécie 

foi inserida em conjunto com outras espécies prioritárias para conservação 
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(MATTOS; DE SALIS, 2004; MARCHIORETTO; MIOTTO; SIQUEIRA, 2010; 

CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011; DO BRASIL, 2020).  

Assim, a hipótese desta tese é de que as partes aéreas e as raízes da planta 

P. glomerata possui compostos adaptogênicos capazes de inibir a enzima 

acetilcolinesterase, de reduzirem comportamentos de estresse, ansiedade e 

depressão, além de aumentarem as defesas antioxidantes do encéfalo.  

2 OBJETIVOS 

2.1 Geral 

 Avaliar a citotoxicidade, a capacidade antioxidante e a inibição da glicação 

proteíca e da enzima acetilcolinesterase por extratos e frações da parte aérea e 

das raízes da P. glomerata em diferentes metodologias. Além disso, avaliar o 

potencial adaptogênico e neuroprotetor da fração de diclorometano do extrato 

metanólico das raízes dessa planta em modelo de estresse, ansiedade e 

depressão.  

2.2 Específicos  

• Submeter os extratos metanólicos das raízes, bem como suas frações, a 

ensaios in vitro para determinação da capacidade antioxidante, antiglicante 

e de inibição da enzima acetilcolinesterase; 

• Determinar as frações mais promissoras e avaliá-las quanto sua possível 

atividade citotóxica, hemolítica e inibidora da oxidação induzida em tecido 

nervoso; 

• Caracterizar os principais compostos presentes nas amostras mais 

promissoras utilizando espectrometria de massas; 

• Quantificar a concentração do princípio ativo 20E em amostras de P. 

glomerata utilizando cromatografia líquida de alta eficiência;  

• Determinar através de modelos in sílico a interação entre o sítio ativo da 

enzima acetilcolinesterase com o composto 20E, além de avaliar as 

propriedades farmacocinéticas dessa molécula;  
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• Estudar o potencial terapêutico in vivo da fração enriquecida em 20E 

proveniente das raízes, contra ansiedade, depressão e estresse em 

camundongos submetidos ao estresse induzido por isolamento social; 

• Analisar biomarcadores do estresse oxidativo no córtex, hipocampo e 

estriado em animais submetidos a estresse induzido por isolamento social.  

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Reagentes 

Reagentes e solventes de grau analítico foram adquiridos da Sigma (Sigma, 

St Louis, MO, EUA) ou de fornecedores locais. Foi utilizada água Milli-Q obtida 

através da filtragem em filtro milipore. 

 

3.2 Obtenção do material vegetal seco 

As plantas utilizadas neste estudo foram obtidas in vitro a partir do banco de 

germoplasma do laboratório de cultura de tecidos vegetais (Universidade Federal 

de Viçosa, MG, Brasil), fornecidas pelo prof. Dr. Wagner C. Otoni. A plantas foram 

cultivadas em condições experimentais controladas na fazenda Bela Vista 

(18°58'55.5″S–40°15'17.8″W), Vila Valério, ES, Brasil, e colhida em novembro de 

2015. A parte aérea e as raízes foram colhidas de plantas com 5 meses de idade 

e, após a colheita, foram secas em estufa a 55 ° C e moídas em moinho de facas 

tipo Willey (SL32; Solab) para obtenção de material vegetal seco. Após a secagem 

e trituração, os materiais foram então mantidos em freezer a -20°C até a realização 

do processo de extração e fracionamento. O Voucher (CESJ 63317) de 

identificação botânica foi depositado no herbário Leopoldo Krieger (UFJF, Juiz de 

Fora, MG, Brasil).  

3.3 Preparação dos extratos metanólicos 

 Para o processo de extração, foi utilizado 1.000 g do material vegetal seco 

das partes aéreas e 1,0 kg das raízes, aplicando-se o método de maceração 

estática, isto é, sem agitação (FRANCO; DA SILVA CARVALHO; DE MOURA; 

JUSTINO et al., 2018), na qual cada material, separadamente, foi imerso em 5,0 L 
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de metanol 99,8% (proporção de 1:5 m.v-1) durante seis dias. Após esse período, 

as soluções obtidas foram filtradas e o solvente removido em rotaevaporador, sob 

pressão reduzida a 40º C. Os materiais vegetais residuais foram remacerados por 

mais duas vezes, utilizando-se o solvente recuperado na rotaevaporação. Os 

extratos metanólicos gerados em cada sessão foram misturados, congelados e 

liofilizados para a remoção da água residual e posteriormente, armazenados em 

freezer à -20°C. 

3.4 Processo de fracionamento líquido-líquido dos extratos metanólicos 

Para o processo de fracionamento, aproximadamente 60,0 g de extrato 

metanólico de cada parte da planta foi solubilizado em 400,0 mL de solução 

metanol:água (9:1) e adicionados em funil de separação após filtragem com filtro 

de papel para remoção de fibras insolúveis (a massa desse resíduo foi subtraída 

da massa inicialmente utilizada). O fracionamento foi realizado utilizando-se 400,0 

mL dos seguintes solventes, adicionados separadamente e sequencialmente por 

quatro vezes ao funil de separação: 1) hexano, 2) diclorometano, 3) acetato de etila, 

4) n-butanol e 5) água. Para a remoção dos solventes, as frações foram coletadas 

e acrescentadas em balão volumétrico para serem rotaevaporadas, sob pressão 

reduzida a 40º C; após isso, foram colocadas em capela com exaustão por 5 dias, 

congeladas e liofilizadas para a remoção da água remanescente e, em seguida, 

armazenadas a -20º C (FRANCO; ZABISKY; DE LIMA JÚNIOR; ALVES et al., 

2020).  

3.5 Atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 

O método de atividade antioxidante utilizando o radical livre DPPH foi 

baseado no método descrito por Sharma e Bhat (2009). Na análise, a reação entre 

os compostos fenólicos e o radical pode ocorrer por meio da transferência de 

hidrogênio atômico ou por perda sequencial de próton durante a transferência de 

elétron (LIU, 2010). Os extratos/frações foram diluídos a 10mg/mL em metanol, 

porém o controle ácido ascórbico foi diluído em água nesta mesma concentração. 

As amostras foram então incubadas com uma solução metanólica de 60 mmol/L de 

DPPH a 30 ° C por 20 min, na ausência de luz. O ensaio foi feito em microplacas 
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de 96 poços, acrescentanto 75 μL da amostra e 250 μL de solução metanólica de 

DPPH. Para a determinação do CI50, as amostras e o ascorbato foram diluídas 

serialmente, a partir da concentração de 10mg/mL, nas concentrações de 5, 2,5, 

1,25, 0,625 e 0, 312 mg/mL para determinação do CI50. A redução na absorbância 

da mistura foi medida em espectrofotômetro a 517 nm. A eliminação dos radicais 

DPPH foi calculada usando a equação 1: 

 

𝐷𝑃𝑃𝐻 (%)  =  [(𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − (𝐴 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜) / (𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝐴)] 𝑋 100 

Equação 1 

onde “A controle” é o valor de absorbância do radical DPPH, “A amostra” é 

o valor da absorbância do mix amostra + DPPH e “A branco” é o valor da 

absorbância do mix amostra + metanol. Os solventes metanol e água foram usados 

como controle negativo. 

3.6 Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical peroxil 

(ORAC) 

A avaliação da capacidade antioxidante pelo método ORAC foi baseada em 

Prior; Hoang; Gu; Wu et al. (2003). Neste ensaio, todos os reagentes foram 

preparados em tampão fosfato a 75 mmol/L e pH 7.4. As amostras foram diluídas 

a 0,1 mg/mL em metanol para este ensaio, já o controle ácido ascórbico foi diluído 

em água na mesma concentração. Inicialmente, 25 μL das amostras foram 

misturados a 150 μL de fluoresceína (0,085 nmo/L) e incubados em microplaca de 

96 poços à temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, adicionou-se 30 μL da 

solução de Azobis (2,2’-azobis (2-amidino-propano) dihidrocloreto) para dar início 

à reação. A intensidade de fluorescência (485 nmex/ 528 nmem) foi medida em 

espectrofluorímetro e foi verificada a cada 1 min e 30 s durante 90 min. O branco 

foi realizado substituindo o extrato/partição por tampão fosfato e como controle 

negativo, foram usados os solventes metanol e água. A perda de fluorescência da 

fluoresceína foi medida utilizando o cálculo da área sob a curva e a capacidade 

antioxidante foi determinada por meio de uma curva analítica construída com ácido 

Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico). 
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3.7 Capacidade de inibição da glicação proteica (método BSA/Frutose)  

O método de capacidade antiglicante foi baseado em Justino et al. (2020). 

Os extratos/partição e quercetina (controle positivo) foram diluídos em metanol e 

utilizados na concentração de 10 mg/mL e diluídos serialmente nas concentrações 

de 5, 2,5, 1,25, 0,625 e 0, 312 mg/mL para determinação do CI50. Para este ensaio, 

foram adicionados 450 µL de tampão fosfato (200 mmol/L, pH 7,4), 150 µL de BSA 

(Albumina sérica bovina) (50 mg/mL em tampão fosfato), 150 µL de frutose (1,25 

mol/L em tampão fosfato) e 50 µL de extrato/partições em microtubos, e então 

incubados à 37º C por 72 horas, na ausência de luz. Após esse período, 800 µL de 

ácido tricloroacético 20% (m/v) foram adicionados em cada microtubo e então 

centrifugados a 10000 xg por 10 min.  Após a centrifugação, obteve-se um pellet 

que por sua vez foi ressuspendido em 800 µL de tampão fosfato. A redução da 

fluorescência do BSA quando se liga ao açúcar (frutose) foi avaliada em 

espectrofluorímetro, com excitação a 350 nm e emissão a 420 nm. O branco foi 

realizado substituindo a frutose por tampão fosfato e o extrato/partição por metanol 

e/ou água. Todas as análises foram realizadas em triplicata e os resultados são 

apresentados como porcentagem (%) de inibição, calculados pela equação 2: 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 (%)  =  [(𝐹 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 −  𝐹 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) / (𝐹 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒)] 𝑋 100 

onde o “F controle” é o valor de fluorescência do controle negativo e “F 

amostra” é o valor de fluorescência de cada extrato / quercetina. Como controle 

negativo, utilizou-se os solventes metanol e água. 

3.8 Inibição da enzima acetilcolinesterase  

O método de inibição da enzima acetilcolinesterase foi baseado no teste 

descrito por Sharma e Bhat (2009). O ensaio foi realizado com o uso de três 

tampões: I) tampão Tris-HCl pH 8; II) tampão Tris-HCl contendo 1% de albumina 

sérica bovina e III) tampão Tris-HCl contendo 0,6% de NaCl e 0,4% de MgCl. As 

soluções necessárias ao método foram preparadas da seguinte maneira: enzima 

acetilcolinesterase foi diluída a 0,2 U/mL em tampão I; solução de DTNB 0,1% 

diluído em tampão III; solução de iodeto de acetilcolina (substrato) 0,4% diluída em 

água Milli-Q e o inibidor (controle positivo) Galantamina (Sigma, St Louis, MO, EUA) 
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diluído em água Milli-Q.  As amostras foram diluídas em metanol na concentração 

de 10mg/mL e diluídas serialmente nas concentrações de 5, 2,5, 1,25, 0,625 e 0, 

312 mg/mL para a obtenção do CI50. As amostras (25 µL) foram acrescentadas na 

placa com 125µL da solução de DTNB, 50 µL de tampão II, 25 µL de solução de 

iodeto de acetilcolina e 25 µL da solução de acetilcolinesterase. A absorbância foi 

medida por 20 min em espectrofotômetro, a 405 nm e 30°C de temperatura. A 

inibição da enzima foi calculada utilizando-se a seguinte equação: 

 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 (%)  =  [(100 − (𝐴 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜) / (𝐴 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)] 𝑋 100 

Equação 2 

onde “A branco” é o valor de absorbância da reação sem inibidores, “A amostra” é 

o valor da reação obtida para cada amostra avaliada. Como controle negativo, 

utilizou-se os solventes metanol e água. 

3.9 Prospecção fitoquímica  

Para a análise da classe de compostos presentes nas amostras, os 

extratos/frações foram solubilizados em metanol na concentração de 1 mg/mL. As 

soluções foram aplicadas em placas de cromatografia de camada delgada (CCD) 

em fase estacionária de sílica gel (60G). Foi utilizado uma solução de acetato de 

etila:ácido fórmico:ácido acético:água (proporção de 10:1,1:1,1:2,6) como eluente 

(WAGNER; BLADT, 1996). 

3.9.1 Avaliação da presença de polifenóis e açúcares 

Para a detecção de polifenóis e açúcares, foi utilizado o revelador 

anisaldeído-ácido sulfúrico. Para a obtenção desse revelador, foi preparada uma 

solução contendo anisaldeído 5% (v.v-1) em ácido acético glacial, seguida da 

adição de metanol e ácido sulfúrico concentrado. A placa de CCD foi borrifada com 

o revelador aquecido a 100º C por 5 min.  

3.9.2 Avaliação da presença de terpenos e fitosteróis 

Para a detecção de terpenos e fitosteróis, utilizou-se o revelador 

Liebermann-Buchard. Para o seu preparo, anidrido acético e ácido sulfúrico 
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concentrado foram misturados (proporção 10:1 mL), sob banho de gelo. A placa de 

CCD foi pulverizada com a solução recém-preparada e aquecida a 100º C por 5 

min. A placa foi observada em luz UV (365 nm).  

3.9.3 Avaliação da presença de alcaloides 

Para a detecção de alcaloides, foi utilizando o revelador Dragendorff. Para o 

preparo do revelador, foram feitas 2 soluções (soluções A e B); dissolveu-se nitrato 

de bismuto em ácido acético glacial e adicionou-se água destilada sob aquecimento 

(solução A); dissolveu-se iodeto de potássio em água (solução B). As soluções A e 

B foram misturadas na mesma proporção e o revelador foi obtido misturando a 

solução recém-preparada com ácido acético glacial e água (proporção de 1:2:10).  

3.10 Sugestão da composição por espectrometria de massas 

As amostras PAD e RD apresentaram os melhores resultados e por isso 

foram diluídas a 10mg/mL em metanol padrão CLAE para análise de sua 

composição. Foi utilizado cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a um 

espectrômetro de massa com ionização por eletrospray (CLAE-IES-EM/EM, Agilent 

Q-TOF, modelo 6520). A solução Metanol-H2O (4:1) foi usada como sistema de 

solvente e as amostras foram infundidas na fonte ESI do equipamento a uma taxa 

de fluxo de 200 µl / h. Foi utilizado gás nitrogênio como gás de secagem a uma taxa 

de fluxo de 8 L/min e como gás nebulizador a 58 psi. A temperatura do nebulizador 

foi ajustada para 200ºC e potencial de 4,5 kV foi aplicado ao capilar. A energia de 

impacto do elétron foi ajustada para 5-30 eV. Os parâmetros do CLAE foram: coluna 

Agilent Zorbax modelo 50 x 2,1 mm, partículas de 1,8 µm e diâmetro de poro de 

110 Å, fase móvel: água acidificada com ácido fórmico (0,1% v v-1) (A) e metanol 

(B). O sistema solvente de gradiente (B) foi: 2% (0 min); 98% (0-15 min); 100% (15-

17 min); 2% (17-18 min); 2% (18-22 min), com um fluxo de 0,35 mL/min e detectado 

a UV de 280 e 360 nm. Os dados foram adquiridos no modo positivo, com ajuste 

para um intervalo de 20-1000 m/z. Os dados de espectrometria de massas foram 

avaliados usando o software Agilent Mass Hunter B.07.00 e os íons moleculares e 

seus fragmentos foram comparados com resultados publicados na literatura e com 

o software online Metlin (https://metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent 
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=mainPage). Erros menores ou iguais a 10 (≤ 10) foram considerados adequados 

e calculados utilizando-se o software online Warwich (https://warwick.ac.uk/fac/sci/ 

chemistry/research/barrow/barrowgroup/calculatorsmass_errors/) comparando-se 

os valores de m/z teóricos com os observados (FRANCO; ALVES; ZABISKY; 

JUSTINO et al., 2020). 

3.11 Quantificação do composto 20-hidroxiecdisona 

 

Dentre os compostos sugeridos pela espectrometria de massas está o 

fitosterol 20E. Para a determinação de sua concentração nas amostras PAD e RD, 

que apresentaram os melhores resultados, foi utilizado um CLAE com detector 

Shimadzu Prominence diode array (DAD) (bomba LC - 20 CE, detector SPD - M 

20A, forno CTO - 20 A, software LabSolutions). As amostras foram solubilizadas 

em metanol (pureza CLAE) a 1mg / mL e as separações realizadas pelo sistema 

CLAE em seu injetor automático de amostras. A coluna utilizada nas eluições 

(Shimpack®, 25 cm por 4,6 mm) foi de fase reversa (C-18). A separação foi 

realizada em sistema gradiente, utilizando como fase móvel uma mistura de 

metanol: água. No tempo de 0 a 5 min, a concentração de metanol: água variou de 

10:90 (v / v) a 70:30 (v / v). No tempo de 5 a 12 min, a concentração de metanol: 

água permaneceu em 70:30 (v / v), e no tempo de 12-15 min, a concentração de 

metanol: água variou de 70:30 (v / v) a 100% de metanol. O comprimento de onda 

de detecção foi de 245 nm e vazão de 1 mL / min, obtendo uma corrida de 15 min. 

As condições foram previamente testadas e otimizadas. O volume de injeção da 

amostra foi de 20 μL. A quantificação do composto principal foi feita com uma curva 

padrão de 20E (93% de pureza, Sigma H5142). A corrida cromatográfica 

apresentou as mesmas condições citadas acima, mas em concentrações diferentes 

(24, 60, 120.180, 230 e 290 µg/mL). Em seguida, foi gerado um gráfico linear, 

permitindo obter a equação da curva, permitindo assim o cálculo da concentração 

do composto nas amostras (DIAS; MARTINS; DE MELO; DO CARMO CUPERTINO 

et al., 2019). 
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3.12 Docking molecular e propriedades farmacocinéticas in silico 

A interação entre as enzimas acetilcolinesterase humana (PDB4EY6) e de 

Electrophorus electricus (PDB:1C2B) com o composto 20E foi analisada por meio 

do programa GOLD (JONES; WILLETT; GLEN; LEACH et al., 1997), usando os 

parâmetros pré-definidos pelo programa, exceto a flexibilidade do ligante que foi 

definida como 200%. O sítio de ligação foi indicado a partir de um raio de 6Å ao 

redor da posição da galantamina complexada na estrutura do PDB 4EY6.  Cada 

docagem foi realizada 10 vezes e as melhores posições de docagem foram 

avaliadas a partir de um ranking da função de pontuação ChemPLP. Os diagramas 

de interação 2D foram gerados após o docking com auxílio do programa LigPlus+ 

2.2.4 (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). Para a predição das propriedades 

farmacocinéticas do composto 20E foi utilizada a abordagem Predicting small-

molecule pharmacokinetic properties using graph-based signatures (pkCSM), 

disponível online (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) (PIRES; 

BLUNDELL; ASCHER, 2015). 

.  

3.13 Obtenção de macrófagos derivados da medula óssea (MDMO) 

Devido aos bons resultados e determinação do princípio ativo 20E nas 

frações PAD e RD, as mesmas foram avaliadas em cultura celular primária de 

macrófagos.  Os macrófagos foram obtidos por diferenciação de células da medula 

óssea de camundongos C57BL / 6 machos de 6-8 semanas de idade (comitê de 

ética nº 105/18). As células da medula óssea foram extraídas por lavagem da 

cavidade óssea com RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) em um tubo de 

polipropileno estéril de 15 mL. As células foram homogeneizadas e a suspensão 

celular centrifugada (400 xg durante 8 minutos, 4ºC). O sedimento foi 

homogeneizado em RPMI-1640 e 5,0 x 106 células foram cultivadas para gerar 

MDMO; para isso, em placas de cultura (Corning), as células foram incubadas com 

10 mL de RPMI-1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino (Gibco), 2 mM 

de L-glutamina, 100 U / mL de penicilina, 100 µg / mL estreptomicina e 30% de 

meio condicionado de células L929 (LCCM), que foi usado como fonte de fator 

estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF). As células foram mantidas a 37ºC 
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e 5% da atmosfera de CO2. Após 3 dias, 10 mL de RPMI-1640 fresco, nas mesmas 

condições descritas acima, foram adicionados às placas de cultura de células. Os 

MDMO foram coletados 4 dias depois, removendo o sobrenadante de placas de 

cultura e destacando células aderentes usando tampão de fosfato-salino (PBS) 

gelado estéril (LARMONIER; GHIRINGHELLI; LARMONIER; MOUTET et al., 

2003). Os procedimentos com animais foram todos previamente aprovados pelo 

Comitê de Ética Animal da instituição (protocolo número 105/18). 

3.13.1 Viabilidade celular (MTT) 

Os MDMO foram suspensos em RPMI-1640 suplementado, exceto LCCM 

que não foi adicionado. As células foram semeadas em microplaca de 96 poços 

(Corning) na densidade de 0,2 x 106 células / poço e tratadas durante 24 h com as 

amostras PAD e RD nas concentrações de 250, 25 e 2,5 µg/mL, diluídos em DMSO 

(<0,001%). Em seguida, o sobrenadante foi removido e 100 µL de solução de MTT 

(3- (4,5-dimetiltiazolil-2) -2,5-difeniltetrazólio brometo) a 5 mg / mL, foram 

adicionados a cada poço para posterior incubação por 2 h. O formazan de cor roxa, 

formado por células vivas, foi solubilizado em dimetilsulfóxido (DMSO) e a 

absorbância a 570 nm foi medida colorimetricamente. A viabilidade celular foi 

calculada considerando o grupo de células sem tratamento como 100% de 

viabilidade. 

3.13.2 Inibição da produção de espécies reativas de oxigênio (EROS)  

A geração de EROS por MDMO foi monitorada durante 4 horas por meio de 

emissão quimioluminescente, resultante da oxidação do luminol em leitor de 

microplacas (En Spire Multimode Plate Reader, Perkin Elmer). Assim, o MDMO foi 

adicionado em microplaca branca opaca de 96 poços (Perkin Elmer) a uma 

densidade de 0,2x106 células / poço. Os MDMO foram previamente diluídos em 

solução salina balanceada de Hank (HBSS) sem vermelho de fenol (Sigma-Aldrich) 

e pré-incubadas com as amostras PAD e RD nas concentrações de 250, 25 e 2,5 

µg/mL, diluídos em DMSO (<0,001%), durante 30 minutos (37ºC e 5% da atmosfera 

de CO2). Em seguida, luminol (concentração final de 625 nM) (Sigma-Aldrich) foi 

adicionado a cada poço e a geração de EROS foi induzida por zimosan de 
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Saccharomyces cerevisiae opsonizado (concentração final de 100 µg/mL). Os 

resultados foram apresentados como área sob a curva (AUC). O zimosan 

opsonizado foi previamente preparado incubando-se o zimosan com soro de 

camundongo por 30 minutos a 37ºC. Em seguida, a suspensão de zimosan foi 

centrifugada (400 g durante 8 minutos), o sobrenadante removido e o sedimento 

homogeneizado em HBSS. Este processo foi repetido por 3 vezes. O cálculo da 

inibição de EROS foi feito da mesma maneira que o descrito no tópico 3.15.3. 

3.13.3 Inibição da produção de óxido nítrico (NO)  

A concentração de NO foi avaliado como concentração total de nitrito, um 

indicador da produção de óxido nítrico, determinado pela reação de Griess 

(GRANGER; TAINTOR; BOOCKVAR; HIBBS JR, 1996). 50 µL do sobrenadante de 

MDMO tratado com PAD e RD nas concentrações de 250, 25 e 2,5 µg/mL, diluídos 

em DMSO (<0,001%), e 50 µL do reagente de Griess (1% de sulfanilamida e 0,1% 

de dicloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina em 2,5% de fosfórico ácido) foram 

incubados à temperatura ambiente durante 10 min. O conteúdo de nitrito foi 

calculado com base em uma curva padrão construída com nitrito de sódio (NaNO2) 

nas concentrações de 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 µM. A absorbância 

foi medida a 540 nm usando uma microplaca de 96 poços. 

3.14 Ensaio de hemólise 

Além da análise celular em macrófagos, as frações PAD e RD também foram 

avaliadas quanto a capacidade hemolítica. O ensaio de hemólise foi feito com base 

no estudo de Evans; Nelson; Shann; Beavers et al. (2013). Para a avaliação da 

capacidade hemolítica, as amostras PAD, RD e a saponina Quillaja sp (controle 

positivo Sigma) foram diluídos inicialmente sna concentração de 10mg/mL e 

diluídos serialmente para 250, 25, 2,5 e 0,25 µg/mL em DMSO (<0,001 %). 

Inicialmente, removeu-se 1 mL de sangue de camundongos C57BL / 6 machos de 

6-8 semanas de idade (comitê de ética nº 105/18), devidamente sedados, por meio 

de tubo revestido com K2-EDTA. Após remoção, o sangue foi centrifugado a 500g 

durante 5 min para que o sobrenadante (plasma) pudesse ser descartado. Após 

descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em tampão fosfato de 
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sódio (PBS) (pH 7,4) e a solução foi então centrifugada a 500g durante 5 min. Logo 

após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o processo repetido por mais 

3 vezes, com a finalidade de lavar as células. Em seguida, o sobrenadante foi 

removido e substituído por PBS enriquecido com glicose (10mmol/L) para obtenção 

de solução rica em eritrócitos (SRE).  

Em um tubo de 10 mL, acrescentou-se 9800 µL de PBS e 200 µL de SRE 

(diluição de 1:50) para obtenção de solução diluída de eritrócitos (SDE). Para o 

início do ensaio, foram adicionados 10 µL das amostras PAD, RD e saponina nas 

concentrações de 250, 25 e 2,5 µg/mL e 190 µL de SDE em placas de 96 poços 

com fundo em V. As placas foram então incubadas à 37°C durante 1 hora.  Após a 

incubação das placas, as mesmas foram centrifugadas a 500g por 5 min para 

sedimentar os eritrócitos intactos e então, foram transferidos 100 µL do 

sobrenadante de cada poço para novos poços de uma placa de 96 poços de fundo 

plano. As absorbâncias foram medidas em espectrofotômetro a 405 nm. Para o 

branco, utilizou-se 10 µL de solução de triton (10%).  O valor médio de eritrócitos 

em sangue de camundongo macho C57BL/6 é de 8,7.106 células/µL, portanto, a 

concentração final de eritrócitos será de aproximadamente 18. 105 células por poço 

(SANTOS; DE OLIVEIRA; HASTREITER; DA SILVA et al., 2016). 

3.15 Parâmetros antioxidantes ex vivo utilizando tecido nervoso de 

camundongo 

O potencial antioxidante das amostras PAD e RD também foi avaliado 

utilizando modelo ex vivo de oxidação induzida por Fe2+-ascorbato, baseado em 

método modificado por De Lima Júnior; Franco; Saraiva; Moraes et al. (2021). 

Encéfalo de camundongos machos C57BL / 6 (comitê de ética nº 105/18) com cerca 

de 6-8 semanas de idade e pesando 20g, foram coletados e homogeneizados em 

tampão de fosfato (1g:10mL, pH 7,4). O homogenato foi centrifugado a 3000 xg por 

10 min a 4 ° C e o sobrenadante foi misturado e incubado com tampão fosfato, 0,01 

mmol/L−1 de FeSO4, 0,1 mmol/L−1 de ácido ascórbico e com as frações PAD e RD 

da P. glomerata (250, 25 e 2,5 μg / mL), quercetina (também usada como controle 

positivo) ou metanol (controle negativo e solvente usado para diluir as amostras) a 
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37 ° C por 60 min. Estas misturas foram centrifugadas a 3000 xg durante 10 min a 

37 ° C e os sobrenadantes (amostras) foram utilizados nos ensaios seguintes. 

3.15.1 Inibição da Peroxidação lipídica (TBARS) 

As amostras foram incubadas com ácido tiobarbitúrico (0,67% TBA) e ácido 

tricloroacético (10% TCA), em banho-maria por 15 min. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 3000 xg por 10 min e a absorbância medida a 532 nm 

(Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA) (Justino et al., 2019). Os resultados são 

apresentados como porcentagem (%) de atividade (PA), calculada usando a 

seguinte equação: 

𝑃𝐴 (%)  =  [(𝐴 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝐴 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) / (𝐴 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)] 𝑋 100 

Equação 3 

onde “A branco” é o valor de absorbância do mix + metanol, “A amostra” é o 

valor da absorbância do mix + amostra. 

3.15.2 Capacidade da manutenção de grupos tióis (Sulfidrilas) 

 Os grupos tióis foram avaliados usando ácido ditionitrobenzóico (DTNB) 

diluído em tampão fosfato de potássio 0,2M (pH 8,0). As amostras foram incubadas 

durante 30 min com tampão fosfato 1mM (pH 7,4) e solução DTNB 10mM. A 

presença de grupos sulfidrila foi lida a 412 nm (Aksenov e Markesbery, 2001). Os 

resultados são apresentados como porcentagem (%) de atividade (PA), calculada 

usando a seguinte equação:  

 

𝑃𝐴 (%)  =  [(𝐴 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝐴 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) / (𝐴 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)] 𝑋 100 

Equação 4 

onde “A branco” é o valor de absorbância do mix + metanol, “A amostra” é o 

valor da absorbância do mix + amostra. 
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3.15.3 Inibição da produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) 

 As amostras foram incubadas com diacetato de dicloro-di-hidro-

fluoresceína (10 µM) e tampão Tris-HCl 5 mM pH 7,4 banho 3 min. Após incubação, 

sua fluorescência foi medida em 474 nmex e 530 nmem. Os resultados são 

apresentados como área sob a curva (AUC), calculada usando a seguinte equação:  

 

𝐴𝑈𝐶 =  [(𝐴 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝐴 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) / (𝐴 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)] 𝑋 100 

Equação 5 

onde “A branco” é o valor de absorbância do branco, “A amostra” é o valor 

da absorbância de cada fração / controle positivo ou negativo. 

3.15.4 Capacidade de redução de ferro (FRAP)  

A avaliação da capacidade antioxidante pelo método FRAP foi baseado em 

Benzie e Strain (1996). Inicialmente, incubou-se 250 μL do reagente de FRAP, 

constituído por 10 volumes de tampão acetato de sódio (0,3 mol/L e pH 3,6), 1 

volume de solução ácida de TPTZ (10 mmol/L) e 1 volume de solução aquosa de 

cloreto férrico (20 mmol/L), com 10 μL de extrato/partição e 25 μL de água milli-Q 

durante 6 min a 37º C. As absorbâncias foram medidas em espectrofotômetro a 

593 nm e a capacidade antioxidante foi determinada por meio de uma curva 

analítica construída com ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico 

(Trolox). O tampão acetato de sódio foi utilizado como branco. 

3.16 Animais e tratamentos em estudo in vivo 

Como discutido, a literatura aponta as raízes de P. glomerata como sendo a 

parte da planta de maior uso etnofarmacológico e com mais estudos envolvendo 

suas propriedades medicinais, devido a isso, optou-se por aplicar a fração de 

diclorometano (RD) do extrato metanólico das raízes, cujos resultados 

demonstraram ser enriquecida em 20E, em modelo in vivo de estresse induzido em 

camundongos. Nesta etapa do estudo, foram utilizados camundongos machos 

C57BL / 6, de 6-8 semanas de idade (20g), fornecidos pelo biotério do Centro de 

Criação de Ratos da Universidade Federal de Uberlândia, Campus Umuarama 



48 
 

(Comitê de ética 067/18). Os animais foram mantidos em condições adequadas de 

temperatura (23-25 ° C) e de ciclo claro / escuro de 12 h, com livre acesso a 

alimentos e água. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o comitê de 

ética animal da UFU (protocolo 100/16) e Zimmermann (1983). Os animais foram 

tratados diariamente, uma vez ao dia, sempre pela manhã, com a fração RD nas 

doses de 3, 10 ou 30 mg/kg, por via oral (gavagem), 3 dias antes da indução do 

estresse (dia 0) e encerrando no dia 5 após o início do estresse (total de 9 dias de 

experimento). Foram utilizados 5 grupos no total (n=5/grupo): naive, estresse sem 

tratamento e estresse, tratados com 100µL das doses de 3, 10 e 30 mg/kg da fração 

RD. O delineamento experimental é apresentado na figura 7.  

Figura 77– Delineamento experimental e os grupos avaliados 

 

Fonte: o autor.  



49 
 

3.16.1 Protocolos comportamentais 

Os animais foram separados de seus grupos e expostos a 12h de isolamento 

social overnight, mantidos individualmente em caixas (30 x 20 x 12,5 cm). Durante 

o protocolo de indução ao estresse, os animais foram separados em gaiolas 

individuais e isolados de modo a impedir o contato visual com outros animais e com 

outras gaiolas. Além disso, os animais foram mantidos com privação de água, 

comida e luz durante o processo.  Após o protocolo, os animais foram recolocados 

em suas caixas originais, com os mesmos integrantes dos grupos e submetidos às 

avaliações comportamentais por 5 dias.  

3.16.1.1 Teste de campo aberto 

Para avaliar a coordenação motora, os animais foram colocados no centro 

de uma arena circular (50 cm de diâmetro) com o assoalho marcado com pequenos 

quadrados simétricos (5 x 5 quadrados), o que permite a quantificação da atividade 

locomotora dos animais. O tempo de observação foi de 5 minutos, tendo sido 

anotado o número de cruzamentos de um lado ao outro da arena (crossing), o 

número de vezes em que o animal fica apoiado nas patas traseiras (rearing), 

quantidade de defecações e o tempo despendido no centro e na periferia da arena 

(CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012) (Figura 8). 

 

Figura 88– Modelo de equipamento usado para teste de campo aberto 

 

Fonte (Adaptado):https://geneticacomportamento.ufsc.br/o-laboratorio/rato-modelo-de-estudo/ 
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3.16.1.2 Teste de labirinto em cruz elevado 

Para avaliar o comportamento do tipo ansiedade, os camundongos foram 

colocados em um labirinto em cruz feito de madeira, sendo constituído por dois 

braços abertos em sentidos opostos (30 x 5 cm) sem paredes laterais, mas 

perpendiculares a dois braços cercados por paredes laterais (30 x 5 x 15 cm), 

apresentando uma plataforma central comum a todos os braços (5 x 5 cm). A 

plataforma fica elevada a 50 cm do solo e possui uma borda de madeira (1 cm) nos 

braços abertos para impedir a queda do animal. Os camundongos foram 

posicionados no centro da plataforma com a cabeça virada para o braço fechado, 

podendo explorar livremente o labirinto durante 5 minutos. O tempo de 

permanência nos braços abertos e fechados foi cronometrado (CAMPOS; 

ORTEGA; PALAZUELOS; FOGAÇA et al., 2013). 

Figura 99– Modelo de equipamento usado para teste de labirinto em cruz elevado 

 

Fonte (Adaptado): medicalexpo.com/pt/prod/mazeengineers/product-125279-908437.html 

3.16.1.3 Teste de nado forçado 

Para avaliar o desenvolvimento de comportamentos do tipo depressivo, os 

camundongos foram colocados individualmente em cilindros de vidro (17 cm de 

diâmetro e 25 cm de altura) contendo água até 10 cm de altura e mantidos a 23-25 
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°C. Os animais foram deixados neste ambiente por 6 minutos, sendo os dois 

primeiros minutos de ambientação, mas nos demais minutos, foi registrado 

(cronometrado) o tempo em que permanecerem imóveis (min) (realizando apenas 

pequenos movimentos para auxiliar na flutuação). A água foi trocada entre cada 

grupo (ZANELATI; BIOJONE; MOREIRA; GUIMARÃES et al., 2010). Os resultados 

foram expressos como tempo, em segundos, de imobilidade (Figura 10). 

Figura 1010– Modelo de equipamento usado para teste de nado forçado 

 

Fonte: https://loucoengano.blogspot.com/p/teste-do-nado-forcado.html?m=0 

 

3.16.1.4 Teste da roda giratória (rotarod) 

Para analisar possíveis efeitos sedativos e prejudiciais na coordenação 

motora da fração RD, os animais foram colocados em um aparato equipado com 

uma barra de rotação, que gira em velocidade de 5 giros/min, com 1 cm de diâmetro 

e 5 cm de comprimento. A habituação de todos os camundongos consiste na 

exposição dos mesmos ao equipamento e, após 24 horas, os camundongos 

habituados foram submetidos a administração oral da dose de 1mg/kg, 3 mg/kg, 10 

mg/kg e 30 mg/kg, 120 minutos antes do experimento. O animal foi submetido ao 

experimento durante 2 minutos, sendo o tempo de latência da primeira queda do 

animal da barra cronometrado manualmente, em segundos (JUSTINO; BARBOSA; 

NEVES; SILVA et al., 2020) (Figura 11). 
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Figura 1111– Modelo de equipamento usado para teste de nado forçado 

 

Fonte: https://conductscience.com/maze/maze-basics-rotarod-test-for-mice/ 

3.16.2 Análise dos biomarcadores do estresse oxidativo no encéfalo 

Após os testes comportamentais, os animais foram anestesiados pela 

administração de quetamina (100 mg/kg) e xilasina (16 mg/kg) e eutanasiados por 

punção da aorta abdominal seguida de decaptação para remoção dos encéfalos. 

Os hemisférios cerebrais foram seccionados e divididos em córtex, hipocampo e 

estriado (Figura 12). Cada região cerebral foi individualmente homogeneizada 

(regiões do hemisfério esquerdo foram misturadas com o hemisfério direito) em 

tampão fosfato de sódio (pH:7,4) e centrifugada a 800xg e 4°C por 10 min. O 

sobrenadante obtido foi usado para avaliação dos biomarcadores do estresse 

oxidativo. A concentração total de proteína em cada sobrenadante foi determinada 

pelo método de Bradford (1976) utilizando curva analítica feita com albumina sérica 

bovina.  
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Figura 112 – Obtenção do córtex, estriado e hipocampo 

 

Fonte: o autor.  

3.16.2.1 Capacidade antioxidante total 

Os sobrenadantes foram incubados a 37°C por 6 min com 10 volumes de 

tampão acetato de sódio 300mM (pH: 3.6), 1 volume de solução de 2,4,6-tri(2-

piridil)-s-triazina 10mM e 1 volume de solução de cloreto férrico 20mM. A 

absorbância foi mensurada a 593nm e a capacidade antioxidante foi determinada 

usando curva analítica construída com Trolox e os resultados foram divididos por 

mg de proteína. O tampão acetato de sódio foi usado como branco (FRANCO; DA 

SILVA CARVALHO; DE MOURA; JUSTINO et al., 2018).  

3.16.2.2 Peroxidação lipídica 

Os sobrenadantes foram incubados em banho maria por 120min com 

solução de ácido tiobarbitúrico 0,67% e com solução de ácido tricloroacético 10%. 

Após a incubação, foi adicionado às amostras o solvente n-butanol para remoção 

de fase orgânica. A fluorescência foi avaliada a 515 nm (excitação) e 553 nm 
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(emissão). A peroxidação lipídica foi determinada utilizando uma cura analítica 

contruída com malondialdeído.  O tampão fosfato de sódio foi usado como branco 

(JUSTINO; PEREIRA; PEIXOTO; VILELA et al., 2017). 

3.16.2.3 Conteúdo de grupos sulfidrilas 

Os grupos sulfidrilas foram avaliadas utilizando ácido ditionitrobenzóico 

(DTNB) diluído em tampão fosfato de potássio 0,2M (pH: 8,0). Os homogeneizados 

foram incubados por 30 min com tampão fosfato de sódio 1mM (pH: 7,4) e com a 

solução de DTNB 10mM. A presença dos grupos sulfidrilas foi mensurada a 412nm 

(AKSENOV; MARKESBERY, 2001).  

3.16.2.4 Concentração de glutationa reduzida (GSH) 

As proteínas dos sobrenadantes foram precipitadas com ácido metafosfórico 

e as amostras foram centrifugadas a 7000 × g por 10 min. O sobrenadante foi 

misturado com tampão fosfato de sódio 100 mM (pH: 8,0) contendo EDTA 5 mM 

para inibir enzimas metaloproteases e 1 mg / mL de orto-ftaldialdeído diluído em 

metanol. A fluorescência foi medida a 350 nm (excitação) e 420 nm (emissão). A 

fluorescência do branco (tampão fosfato de sódio 100mM, pH: 8,0) foi subtraído de 

todos os valores de fluorescência das amostras. Para determinar o conteúdo de 

GSH, uma curva analítica foi construída com GSH como padrão (BROWNE; 

ARMSTRONG, 1998). 

3.16.2.5 Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) 

A atividade da GPx foi medida com base na redução da glutationa oxidada 

em GSH utilizando NADPH e glutationa redutase. Os sobrenadantes foram 

incubados com tampão GPx (fosfato de potássio 100 mM pH: 7,7 contendo EDTA 

1 mM para desativar enzimas metaloproteases), azida de sódio 40 mM, GSH 100 

mM diluído em ácido metafosfórico 5%, 4,5 U de glutationa redutase diluída em 

tampão GPx, NADPH 2 mM diluído em bicarbonato de sódio a 5% e terc-butil 0,5 

mM. O consumo de NADPH foi medida por espectrofotometria durante 10 min a 

340 nm (TEIXEIRA; DE SOUZA; PEIXOTO; MACHADO et al., 2017) 
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3.16.2.6 Atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) 

A atividade da SOD foi avaliada com base na inibição da auto-oxidação do 

pirogalol. Os sobrenadantes foram misturados com tampão Tris-HCl 50 mM (pH 

8,2) contendo EDTA 1 mM para desativar enzimas metaloproteases, catalase 80 U 

/ mL e pirogalol 24 mM. O ensaio cinético foi monitorado por 10 min a 420 nm 

usando uma curva analítica construída com SOD como padrão (JUSTINO; 

PEREIRA; PEIXOTO; VILELA et al., 2017). 

3.16.2.7 Atividade da enzima catalase (CAT) 

A atividade da catalase foi avaliada com base na decomposição do peróxido 

de hidrogênio. Os homogeneizados foram incubados com Triton X-100 10% e 

misturados com tampão fosfato de potássio 10 mM (pH 7,0) contendo peróxido de 

hidrogênio 0,2% (H2O2). A decomposição deste último foi monitorada em 240 nm 

por 10 min (DINIZ VILELA; GOMES PEIXOTO; TEIXEIRA; BELELE BAPTISTA et 

al., 2016). 

3.16.2.8 Conteúdo de nitrito e nitrato (NOx) 

Os homogeneizados foram incubados com solução de sulfato de zinco 200 

mM e acetonitrila (96%). A mistura foi centrifugada a 3000 g por 20 min a 4 ° C e o 

sobrenadante foi separado para análise de NOx (NO2 mais NO3), conforme descrito 

por Miranda et al. (2001). A concentração de NO3
- / NO2

- foi avaliada em 570 nm 

usando uma microplaca de 96 poços, utilizando 50 µL do sobrenadante NOx e 50 

µL do reagente de Griess (1% de sulfanilamida e 0,1% de dicloridrato de N- (1-

naftil) etilenodiamina em 2,5% de fosfórico ácido), sendo então incubados à 

temperatura ambiente durante 10 min. O conteúdo de NOx foi calculado com base 

em uma curva padrão construída com nitrito de sódio (NaNO2) nas concentrações 

de 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 µM (GRANGER; TAINTOR; 

BOOCKVAR; HIBBS JR, 1996).  
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3.17 Análise estatística  

Todas as análises estatísticas e a confecção dos gráficos foram realizados 

utilizando-se o software GraphPad Prism versão 8.0. Os dados foram expressos 

como média ± erro padrão da média e a análise da variância foi realizada pelo teste 

One-Way ANOVA com teste Dunnett para comparações múltiplas entre os 

controles e as médias das amostras, One-Way e two-Way ANOVA com teste de 

Tukey para comparações múltiplas entre as médias das amostras e dos controles. 

Valores de p<0.05 foram considerados significativos.  

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, investigou-se os efeitos das frações obtidas a partir dos 

extratos metanólicos da parte aérea e das raízes da planta P. glomerata, sobre 

ensaios antioxidantes e em métodos de inibição da enzima acetilcolinesterase e de 

glicação proteíca, na qual as frações de diclorometano do extrato metanólico da 

parte aérea (PAD) e das raízes (RD) apresentaram os melhores resultados. As 

frações PAD e RD foram obtidas usando diclorometano após partição do extrato 

bruto, uma vez que este solvente é responsável pela retenção e concentração de 

fitoesteroides (BHAT; NAGASAMPAGI; SIVAKUMAR, 2005; SADÍLEK; 

SPÁLOVSKÁ; VRANA; VÁVROVÁ et al., 2016) como indicado pela análise de 

cromatografia em camada delgada realizada. Entre os fitoesteroides temos a 20E, 

conforme indicado aqui por análise de espectrometria de massa; a 20E é o princípio 

ativo da P. glomerata e, segundo a quantificação feita neste trabalho por 

cromatografia de alta eficiência, é o composto mais abundante na fração PAD do 

que na RD. A fração RD também foi avaliada em modelo de estresse agudo em 

camundongos, tendo sido avaliados comportamentos depressivos e ansiosos, bem 

como biomarcadores de estresse oxidativo. Dentre os indicadores 

comportamentais, o grupo tratado com 30 mg / kg de RD apresentou melhora 

significativa em diferentes parâmetros de ansiedade e depressão, sem apresentar 

efeitos sedativos. Além disso, a mesma concentração de RD estimulou as defesas 

antioxidantes no cérebro dos animais, reduzindo assim os biomarcadores de 

estresse oxidativo avaliados. Os resultados obtidos com a planta P. glomerata, 
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apresentados e discutidos a seguir, são inéditos na literatura científica. Os 

resultados obtidos com PAD nos modelos in vitro podem estimular o uso da parte 

aérea ao invés do uso das raízes, contribuindo para o uso sustentável da espécie 

no ambiente natural. 

4.1 Rendimentos obtidos para cada amostra 

Os rendimentos obtidos para os extratos metanólicos da raiz e da parte 

aérea estão apresentados na tabela 1 e os rendimentos obtidos para cada fração 

dos extratos metanólicos são apresentados na tabela 2.  

Tabela 1 - Rendimento dos extratos de P. glomerata obtidos através da técnica 
de maceração 

 

Nota: * Rendimentos obtidos para 1.000g (100%) de cada material vegetal seco. 

 

Para cada 1000g de cada material vegetal seco, foram obtidos rendimentos 

consideráveis nos processos de extração, sendo 235g (23,5%) e 165g (16,5%) para 

os extratos metanólicos da raiz (RM) e da parte aérea (PAM), respectivamente. 

 
 

Tabela 2 - Rendimento das frações de P. glomerata obtidas através da técnica de 
fracionamento líquido-líquido 

PARTIÇÃO RAIZ (R) (g)*  PARTE AÉREA (PA) (g)* 

Hexano (H) 1,90g (3,4%) 1,70g (3,5%) 

Diclorometano (D) 3,37g (6,1%) 3,83g (7,8%) 

Acetato de etila (A) 11,37g (20,6%) 8,68g (17,6) 

n-butanol (B) 16,97g (30,7%) 11,53g (23,4) 

Água (H2O) 21,60g (39,2%) 23.48g (47,7) 
 

Nota: Raiz (R) e Parte aérea (PA). * Rendimentos obtidos a partir de 55,21g do extrato bruto da 

raiz. **Rendimentos obtidos a partir de 49,23g do extrato bruto da parte aérea.  

 

Foram obtidos rendimentos variáveis para as frações do extrato metanólico 

das raízes: RH: 1,90g (3,4%); RD: 3,37g (6,1%); RA:11,37g (20,06%); RB: 16,97g 

(30,7%); RH2O: 21,60g (39,2%) e também para as frações do extrato metanólico 

EXTRATO RAIZ (R) (g)* PARTE AÉREA (PA) (g)* 

Metanol (M) 235g (23,5%) 165g (16,5%) 
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da parte aérea: PAH: 1,70g (3,5%); PAD: 3,83g (7,8%); PAA: 8,68g (17,6%); PAB: 

11,53g (23,4%) e PAH2O: 23,48g (47,7%).  

4.2 Atividade antioxidante e antiglicante 

 Os resultados da atividade antioxidante pelo método DPPH são descritos na 

figura 13, enquanto que os resultados de atividade antioxidante pelo método ORAC 

e atividade antiglicante pelo método BSA/frutose são apresentados na figura 14.  

Na concentração de 10 mg/mL, o controle ascorbato apresentou 99 ± 1% de 

capacidade antioxidante, enquanto que o extrato metanólico e as frações da parte 

aérea, também testados na concentração de 10mg/mL apresentaram os seguintes 

resultados: PAM: 29,2 ± 1,1; PAH: 27,6 ± 1,3; PAD: 70,7 ± 0,3; PAA: 31,5 ± 1,2; 

PAB: 27,6 ± 1,3; PAH2O: 31,1 ± 0,9%, já o extrato metanólico e as frações da raiz 

os seguintes: RM: 22,7 ± 0,3; RH: 22,5 ± 0,2; RD: 50,5 ± 0,3; RA: 18,5 ± 0,7; RB: 

24,1 ± 1,0; RH2O: 19,2 ± 1,1%.  

As amostras testadas apresentaram valores semelhantes, tendo as frações 

PAD e fração RD se destacado entre as demais com valores maiores que 50% de 

capacidade antioxidante e por isso foram submetidas a determinação do CI50 do 

método DPPH. O controle ascorbato e as frações PAD e RD apresentaram as 

concentrações de 1,9; 2,3 e 2,8 µg/mL na determinação do CI50, respectivamente. 

Com base nos resultados, a fração PAD foi a única fração a apresentar atividade 

antioxidante sem diferença significativa com o controle ascorbato.   
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Figura 1313- Avaliação da atividade antioxidante pelo método DPPH 

 

 

Nota: Capacidade antioxidante do extrato metanólico da parte aérea (PAM) de P. glomerata e de 
suas frações hexano (PAH) diclorometano (PAD), acetato de etila (PAA), n-butanol (PAB) e água 
(PAH2O), além do extrato metanólico das raízes (RM) de P. glomerata e de suas frações hexano 
(RH), diclorometano (RD), acetato de etila (RA), n-butanol (RB) e água (RH2O).    métodos DPPH 
(A e B) e CI50 de DPPH (C). Todas as amostras foram testadas a 10 mg/mL e diluídas serialmente 
para o cálculo de CI50. Letras diferentes indicam diferença significativa para P < 0.05.  

 

Os resultados de atividade antioxidante pelo método ORAC mostram que 

nenhuma das amostras testadas apresentou atividade antioxidante compatível com 

o obtido com o controle ascorbato (2.165 ± 0,2 μM trolox eq/g) na contração de 10 

mg/mL, ainda que as amostras PAD, PAA, RM, RH, RD e RB tenham se destacado, 

com valores maiores que 1.000 μM trolox eq/g. O extrato metanólico e as frações 

da parte aérea apresentaram os seguintes resultados: PAM: 673,0 ± 0,3; PAH: 

975,0 ± 0,3; PAD: 1.559 ±0,4; PAA: 1.597 ± 0,3; PAB: 726,0 ± 0,1; PAH2O: 428,0 ± 

0,1 μM trolox eq/g, já o extrato metanólico e as frações da raiz os seguintes: RM: 

1.340 ± 0,2; RH: 1.721 ± 0,1; RD: 1.941 ± 0,3; RA: 621,2 ± 0,1; RB: 1.582 ± 0,2; 

RH2O: 561,5 ± 0,6 μM trolox eq/g.  
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As frações e os extratos de P. glomerata apresentaram ainda relevante 

atividade antioxidante pelos métodos ORAC e DPPH, com destaque para as 

amostras PAD e RD. Essas mesmas amostras também apresentaram resultados 

promissores nas análises ex vivo em tecido nervoso quanto a atividade antioxidante 

total (FRAP), reduzindo inclusive a geração de EROS e de marcadores de oxidação 

de lipídeos (TBARS) e de proteínas (sulfidrilas). Segundo Liang e Kitts (2014), o 

método ORAC avalia a capacidade das amostras em transferir átomos de 

hidrogênio (scavanger); O teste FRAP avalia o mecanismo de transferência de 

elétrons (quenching) e o DPPH, é capaz de detectar os dois mecanismos de 

redução dos radicais livres. As frações PAD e RD avaliados no presente trabalho, 

mostraram uma interessante capacidade antioxidante por processo scavanger nos 

modelos in vitro e quenching no modelo ex vivo, provavelmente devido à presença 

dos compostos identificados. 

A análise da atividade antiglicante demonstrou que os extratos metanólicos 

e as frações de ambas as partes da planta não possuem capacidade considerável 

em inibir a glicação proteica, uma vez que nenhuma das amostras testadas 

apresentaram o mínimo de 50% de atividade na concentração de 10 mg/mL ou 

ainda diferença significativa em relação ao controle quercetina (99 ± 1 %). O extrato 

metanólico e as frações da parte aérea apresentaram os seguintes resultados: 

PAM:  20,0 ± 0,8; PAH: 33,8 ± 0,6; PAD: 28,1 ± 0,1; PAA: 9,2 ± 0,2; PAB: 8,7 ± 0,8; 

PAH2O: 13,1 ± 0,2 %, já o extrato metanólico e as frações da raiz os seguintes: RM: 

9,3 ± 0,5; RH: 34,5 ± 0,4; RD: 20,5 ± 0,2; RA: 11,6 ± 0,5; RB: 9,5 ± 0,6; RH2O: 10,6 

± 0,3 %. 
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Figura 1414- Avaliação da capacidade antioxidante pelo método ORAC e 

antiglicante pelo método BSA/Frutose 

Nota: Atividade antioxidante e antiglicante do extrato metanólico das partes aéreas (PAM) de P. 

glomerata e de suas frações hexano (PAH) diclorometano (PAD), acetato de etila (PAA), n-butanol 

(PAB) e água (PAH2O), além do extrato metanólico das raízes (RM) de P. glomerata e de suas 

frações hexano (RH), diclorometano (RD), acetato de etila (RA), n-butanol (RB) e água (RH2O).   

Métodos ORAC (A e C) e BSA/Frutose (B e D). Todas as amostras foram testadas a 10 mg/mL 

Letras diferentes indicam diferença significativa para P ≤ 0,05.  

 

Existem também muitos compostos secundários em produtos naturais que, 

além de apresentarem atividade antioxidante, têm propriedades antiglicantes e 

podem influenciar a produção de AGEs por meio de diferentes mecanismos, como 

inibição da formação de EROS durante a glicação, inibição da base de Schiff e 

produtos de Amadori e bloqueio do receptor AGE-RAGE (YEH; HSIA; LEE; WU et 

al., 2017). Neste trabalho, as frações e extratos de P. glomerata apresentaram 

atividade modesta no método de antiglicação BSA/FRU. De acordo com Wang; 

Yagiz; Buran; Do Nascimento Nunes et al. (2011), o modelo BSA / FRU é utilizado 

para avaliar o efeito dos extratos em todos os estágios da glicação de proteínas. O 
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método BSA / FRU é de grande importância, uma vez que a frutose gerada pela 

oxidação do sorbitol na via do poliol ativa, por exemplo, em lentes oculares e nervos 

periféricos, pode se acumular e gerar moléculas glicadas e espécies reativas de 

oxigênio nestes tecidos (BROWNLEE, 2001), culminando em retinopatia 

(HAMMES; DU; EDELSTEIN; TAGUCHI et al., 2003) e neuropatia periférica 

(SCHEMMEL; PADIYARA; D'SOUZA; COMPLICATIONS, 2010), respectivamente.  

4.3 Inibição da enzima acetilcolinesterase  

Os resultados obtidos no método de inibição da enzima acetilcolinesterase 

estão apresentados na figura 15. No ensaio de inibição da enzima 

acetilcolinesterase, o controle positivo galantamina apresentou 98 ± 0,6% de 

atividade nos ensaios iniciais. Por outro lado, o extrato metanólico e as frações da 

parte aérea apresentaram os seguintes resultados: PAM: 16,8 ± 3,6; PAH: 35,1 ± 

2,7; PAD: 54,6; PAA: 6,0 ± 1,3; PAB: 2,2 ± 0,02; PAH2O: 5,7 ± 0,13%, já o extrato 

metanólico e as frações da raiz os seguintes: RM: 6,4 ± 0,5; RH: 19,1 ± 1,7; RD: 

29,5 ± 2,4; RA: 3,4 ± 0,04; RB: 10,2 ± 0,15; RH2O: 9,5 ± 0,04%. No cálculo de CI50, 

a galantamina e a fração PAD (fração com melhor atividade) apresentaram, 

respectivamente, os valores de 1,1 e 2,7 µg/mL.  
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Figura 1515- Ensaios de inibição da enzima acetilcolinesterase  

 
 

Nota: Ensaios de inibição da enzima acetilcolinesterase utilizando do extrato metanólico da parte 
aérea (PAM) de P. glomerata e de suas frações hexano (PAH) diclorometano (PAD), acetato de etila 
(PAA), n-butanol (PAB) e água (PAH2O), além do extrato metanólico das raízes (RM) de P. 
glomerata e de suas frações hexano (RH), diclorometano (RD), acetato de etila (RA), n-butanol (RB) 
e água (RH2O).    Métodos ORAC (A e C) e BSA/Frutose (B e D).  Análises iniciais com as amostras 
da parte aérea (A) e com as amostras das raízes (B), além do ensaio de IC50 para a fração de 
diclorometano do extrato metanólico da parte aérea (PAD). Todas as amostras foram testadas a 10 
mg/mL e diluídas serialmente para o cálculo de IC50. Letras diferentes indicam diferença significativa 
para P ≤ 0,05.  

 

As amostras apresentaram ainda atividade anticolinesterásica e, assim 

como nos demais ensaios, as frações PAD e RD se destacaram. Possivelmente, a 

atividade inibitória está relacionada com a presença de 20E, uma vez que o 

composto foi indicado como inibidor dessa enzima por outros estudos (NEJMA; 

NGUIR; JANNET; DAÏCH et al., 2015; MAMADALIEVA; BÖHMDORFER; ZENGIN; 

BACHER et al., 2019; MOAWAD; ABUZAID; ARAFA; AHMED et al., 2020). Aqui, 

foi identificado in sílico que a estrutura da 20E estabelece muitas ligações de 

hidrogênio (H) com o sítio ativo da enzima acetilcolinesterase de H. sapiens e de 
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E. electricus, sendo estas ligações capazes de promover a inibição da enzima 

segundo outros estudos (LEE; KANG; LEE; OH et al., 2019). A inibição da enzima 

acetilcolinesterase é de grande relevância, uma vez que a literatura indica que entre 

40 a 60 por cento das pessoas com DA se beneficiam ao utilizarem um inibidor 

dessa enzima, podendo apresentar redução da ansiedade; melhorias na 

motivação, memória e concentração; e melhoria na capacidade de realizar as 

atividades diárias (DELAGARZA, 2003) 

4.4 Prospecção fitoquímica 

Os resultados da prospecção fitoquímica estão indicados na tabela 3. As 

amostras da parte aérea e das raízes da planta P. glomerata apresentaram 

polifenóis, terpenos e esteroides, porém não foram identificados alcaloides nas 

amostras testadas. As frações PAD e RD apresentaram maior conteúdo qualitativo 

de polifenóis, terpenos e esteroides quando comparadas as demais amostras. Por 

conta dos resultados anteriores e pela análise fitoquímica, as amostras PAD e RD 

foram submetidas a análise de espectrometria de massas para sugestão de seus 

compostos bioativos.  

Tabela 3 - Prospecção fitoquímica de polifenóis, terpenos/esteroides e alcaloides  

Amostras Polifenóis 
(Anisaldeído) 

Terpenos e 
esteróides 

(Libermann-Buchard) 

Alcaloides 
(Dragendorff) 

PAM + ++ - 
PAH + + - 
PAD ++++ +++ - 
PAA ++ ++ - 
PAB ++ ++ - 

PAH2O + - - 
RM + + - 
RH + + - 
RD +++ +++ - 
RA + ++ - 
RB + + - 

RH2O + -  - 
 

Nota: Prospecção fitoquímica do extrato metanólico da parte aérea (PAM) de P. glomerata e de suas 

frações hexano (PAH) diclorometano (PAD), acetato de etila (PAA), n-butanol (PAB) e água 

(PAH2O), além do extrato metanólico das raízes (RM) de P. glomerata e de suas frações hexano 

(RH), diclorometano (RD), acetato de etila (RA), n-butanol (RB) e água (RH2O).   Quanto a presença 

das classes de metabólitos, + indica presença e – indica ausência.  
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4.5 Espectrometria de massas 

As frações com os melhores resultados nos testes iniciais foram a PAD e RD 

e, por isso, foram submetidas à análise por espectrometria de massas. As 

moléculas sugeridas estão descritas na tabela 4. Na fração PAD foram sugeridas 

as seguintes moléculas: 20-Hidroxiecdsona; alpha-ecdisona; cirsimaritina; pfaffina 

A; ácido glucônico e rubrosterona. Por outro lado, na fração RD, foram sugeridas 

as seguintes moléculas:  20-hidroxiecdsona; ácido pfáfico; pfaffina A e 

rubrosterona.  A figura 16 apresenta a estrutura das moléculas sugeridas nas 

amostras PAD e RD.  

As moléculas identificadas por espectrometria de massas foram 

anteriormente determinadas no gênero Pfaffia sp. (LI; JADHAV; KHAN, 2010; 

FELIPE; BRAMBILLA; PORTO; PILAU et al., 2014), porém foram identificadas pela 

primeira vez nas frações PAD e RD de P. glomerata. Além da 20E, presente em 

ambas as frações, também foram identificadas as moléculas ecdisona; 

cirsimaritina; pfaffina A; ácido glucônico e rubrosterona na fração PAD e pfaffina A 

e rubrosterone na fração RD. Os compostos naturais encontrados nas amostras 

podem estabilizar o excesso de radicais livres, evitando o estabelecimento do 

estresse oxidativo e sua ação prejudicial sobre as estruturas celulares em 

transtornos mentais (MARTORELL; LUCAS; ALARCÓN-ZAPATA; CAPÓ et al., 

2021). Isso é extremamente relevante, uma vez que o estresse oxidativo é 

apontado como causa ou agravante de mais de 50 doenças, entre elas o Alzheimer, 

diabetes mellitus, insuficiência renal crônica, artrite entre outras (ASMAT; ABAD; 

ISMAIL, 2016). Portanto, muitos pesquisadores vem concentrando seus esforços 

na avaliação da atividade biológica das classes de compostos secundários 

polifenóis, terpenos e alcaloides (SINGH; SHARMA, 2020).  
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Tabela 4 - Compostos presentes na fração de diclorometano da parte aérea (PAD) e na fração de diclorometano das raízes (RD) da planta 
P. glomerata usando CLAE-IES-EM/EM (modo positivo e negativo em 5, 10, 15, 20, 25 e 30 eV) 

 

Compostos 
sugeridos 

tR 
(min) 

Fórmula 
 

Massa 
molecular 

exata 

      m/z Massa 
vista 

Erro 
(ppm) 

MS/MS Referências 

Fração PAD         

20-Hidroxi 
ecdsona  

7.060 C27H45O7
+ 481,3160 481,3112 

[M + H+] 
481,3176 3,32 + 20 eV: 463, 427, 

371, 165 
(FELIPE; BRAMBILLA; PORTO; PILAU et 

al., 2014) 
Ecdisona  7.867 C27H45O6

+ 465,3211 465,3152 
[M + H+] 

465,3218 1,50 + 5 eV: 447, 436, 
429, 411 

(LAVRYNENKO; NEDIELKOV; MÖLLER; 
SHEVCHENKO, 2013) 

Cirsimaritina  8,454 C17H13O6
- 313,0718 313,0693 

[M - H+] 
313,0725 2,23 - 20eV: 298, 283, 

255, 183 
(HOSSAIN; RAI; BRUNTON; MARTIN-

DIANA et al., 2010) 
Pfaffina A 7.950 C29H44NaO

4
+ 

479,3132 479,2963 
[M + Na+] 

479,3113 -3,96 + 15 eV: 461, 443, 
425, 407 

(LI; JADHAV; KHAN, 2010) 

Ácido 
glucônico  

9.074 C6H13O7
+ 197,0656 197,1138 

[M + H+] 
197,0648 -4,05 + 5eV: 169, 159, 

124, 109 
(FELIPE; BRAMBILLA; PORTO; PILAU et 

al., 2014) 
Rubrosterona 6.389 C19H27O5

- 335,1853 335,1810 
[M + H+] 

335,1877 7,16 + 20 eV: 317, 299, 
187, 131 

(SHIOBARA; INOUE; KATO; NISHIGUCHI 
et al., 1993) 

Fração RD         

20-Hidroxi 
ecdsona  

7.109 C27H45O7
+ 481.3160 481,3126 

[M + H+] 
481,3182 4,57 + 20 eV: 445, 409, 

371, 165 
(FELIPE; BRAMBILLA; PORTO; PILAU et 

al., 2014) 
Pfaffina A 7.998 C29H44NaO

4
+ 

479,3132 479,2949 
[M + Na+] 

479,3102 -6,25 + 20 eV: 461, 443, 
425, 407 

(LI; JADHAV; KHAN, 2010) 

Rubrosterona 6.421 C19H27O5
- 335,1853 335,1852 335,1830 -6,86 +15 eV: 317, 299, 

187, 131 
(SHIOBARA; INOUE; KATO; NISHIGUCHI 

et al., 1993) 
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Figura 1616- Moléculas sugeridas nas amostras PAD e RD por espectrometria  

 
Nota: moléculas 20-hidroxiecdisona; ácido glucônico, rubrosterona, ecdisona, ácido gálico cirsimaritina 

e pfaffina A foram indicadas nas frações PAD (fração de diclorometano do extrato metanólico da parte 

aérea) e as moléculas 20-hidroxiecdisona; rubrosterona e pfaffina foram indicadas nas frações RD 

(fração de diclorometano do extrato metanólico das raízes). A avaliação foi realizada por análise de 

espectrometria de massas (CLAE-IES-EM/EM). 

4.6 Quantificação de 20-hidroxyecdiona  

O fitoesteroide 20E, identificado nas amostras PAD e RD por espectrometria 

de massas, foi quantificado em ambas as amostras através de cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE), utilizando o padrão de 20E (93% de pureza Sigma H5142).  

Nas condições cromatográficas descritas, o tempo de retenção médio para a molécula 

20E foi de 10,5 min, tanto no padrão quanto nas amostras de PAD e RD. A área do 

pico da molécula foi de 1541864,5 mA para a fração PAD e de 1159939,5 mA para 
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RD, fornecendo a concentração de 20E igual a 45 µg e de 33,85 µg para cada 1 mg 

de fração PAD e RD, respectivamente (tabela 5).  

Tabela 5 - Concentração do composto 20-hidroxyecdisona nas frações PAD e RD 

 

 

 
 

Nota: PAD (fração de diclorometano do extrato metanólico da parte aérea). 
          RD (fração de diclorometano do extrato metanólico das raízes).   
 

4.7 Docking molecular e farmacocinética 

Os melhores resultados para cada interação proteína-ligante foram pontuados 

pela função ChemPLP do programa Gold e estão elencadas na tabela 6.  

Tabela 6 - Pontução máxima resultante da docagem 

Docking enzima AChE* ChemPLP 

AChE de Homo sapiens X Galantamina 71,5 

AChE de Homo sapiens X 20-hidroxiecdisona 51,7 

AChE de Electrophorus electricus X Galantamina 54,4 

AChE de Electrophorus electricus X 20-

hidroxiecdisona 

41,4 

Nota: AChE: enzima acetilcolinesterase 

  

Os resultados indicam que o composto 20E possui boa capacidade de 

interação com o sítio ativo das enzimas acetilcolinesterase de Homo sapiens e de 

Electrophorus electricus, com valores sequenciais de 51,7 e 41,4 ChemPLP, porém 

essa interação é menor quando comparada ao controle galantamina (71,5 e 54,4 

ChemPLP, respectivamente). A figura 17 indica que a 20E estabelece uma quantidade 

considerável de interações de hidrogênio com resíduos presentes no sítio ativo de 

ambas as enzimas, além de poucas interações hidrofóbicas. Já com a galantamina, 

os sítios ativos estabeleceram mais interações hidrofóbicas do que de hidrogênio.   

Amostra Concentração de 20E* 

(para cada 1mg de fração) 

PAD 45,0 µg 

RD 33,85 µg 
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Figura 1717- Diagrama 2D apresentando a interação entre o composto 20-E e o 

controle galantamina com enzimas acetilcolinesterase humana e de peixe elétrico 

 

 

Nota: Diagrama 2D indicando as interações entre os compostos 20-hidroxiecdisona e galantamina 
(controle positivo) com o sítio ativo da enzima acetilcolinesterase. Nota: Interação da 20-
hidroxiecdisona com a enzima acetilcolinesterase de Homo sapiens (A) e de Electrophorus electricus 
(C); interação da galantamina com a enzima acetilcolinesterase de Homo sapiens (B) e de 
Electrophorus electricus (D).  
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São apresentados na tabela 7 os resultados obtidos a partir da predição 

farmacocinética para o composto 20E. A molécula possui baixa solubilidade em água, 

média permeabilidade em células CaCo2 e em enterócitos humanos, além de baixa 

permeabilidade pela pele. A molécula atua ainda como substrato da glicoproteína P 

(permite a entrada de 20E no sangue) e não é considerada inibidora da glicoproteína 

P I ou II. Quanto a distribuição, o composto apresentam maior distribuição plasmática 

do que nos tecidos periféricos (VDss) e com fração não ligada baixa, sendo que ainda 

apresentou considerável capacidade de penetrar no sistema nervoso central, ainda 

que apresente dificuldade em ultrapassar a barreira hematoencefálica (BBB). A 

predição indicou ainda que a 20E não atua como substrato ou inibidora das isoformas 

da enzima citocromo oxidase.  

Quanto a excreção da 20E, a predição demostrou que a molécula não é uma 

inibidora do transportador de captação renal 2 e que possui boa biodisponibilidade, já 

que apresentou baixa depuração renal. O composto não foi indicado como um agente 

mutagênico (AMES), sem desencadear hepatotoxicidade ou sensibilização da pele. A 

análise apontou ainda que a molécula é inibidora do transportador herg II, porém não 

do herg I (herg = canais de íons potássio) e possivelmente apresentaria toxicidade 

para o protozoário de vida livre Tetrahymena pyriformis, mas com baixa toxicidade 

para peixes flathead e para ratos, tendo sido indicado inclusive que a toxicidade em 

ratos ocorreria em concentrações muito elevadas de 20E (3,706 mol/kg = 

1.781,21g/kg). Esses resultados corroboram com a literatura, uma vez que outros 

estudos também demonstraram que a P. glomerata não desencadeia efeitos tóxicos   

(ALMEIDA; DÜSMAN; MATTGE; TOLEDO et al., 2017; RATES; GOSMANN, 2002). 
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Tabela 7 - Avaliação da farmacocinética in sílico para o composto 20-hidroxiecdisona 

Propriedade Nome do teste Predição  Unidade* 

Absorção Solubilidade em água -3,43 Numérico (log mol/L) 
Absorção Permeabilidade em células 

Caco2  
0,62 Numérico (log Papp 

em 10-6 cm/s) 
Absorção Absorção intestinal (humano) 56,523 Numérico (% 

Absorção) 
Absorção Permeabilidade pela pele -2,738 Numérico (log Kp) 
Absorção Substrato da glicoproteína P Sim Categórico (Sim/Não) 
Absorção Inibidor da glicoproteína P I  Não Categórico (Sim/Não) 
Absorção Inibidor da glicoproteína P II Não Categórico (Sim/Não) 
Distribuição VDss (humano) 0,35 Numérico (log L/kg) 
Distribuição Fração não ligada (Homo 

sapiens) 
0,241 Numérico (Fu) 

Distribuição Permeabilidade em BBB  -1,047 Numérico (log BB) 
Distribuição Permeabilidade em SNC -3,735 Numérico (log PS) 
Metabolismo Substrato do Citocromo P450 

(2D6)  
Não Categórico (Sim/Não) 

Metabolismo Substrato do Citocromo P450 
(3A4)  

Não Categórico (Sim/Não) 

Metabolismo Inibidor do Citocromo P450 
(1A2)  

Não Categórico (Sim/Não) 

Metabolismo Inibidor do Citocromo P450 
(2C19)  

Não Categórico (Sim/Não) 

Metabolismo Inibidor do CYP2C9  Não Categórico (Sim/Não) 
Metabolismo Inibidor do CYP2D6  Não Categórico (Sim/Não) 
Metabolismo Inibidor do CYP3A4  Não Categórico (Sim/Não) 
Excreção Depuração total 0,576 Numérico (log 

ml/min/kg) 
Excreção Substrato OCT2 renal Não Categórico (Sim/Não) 
Toxicidade Toxicidade AMES  Não Categórico (Sim/Não) 
Toxicidade Dose máxima tolerada (Homo 

sapiens) 
-0,214 Numérico (log 

mg/kg/dia) 
Toxicidade Inibidor de hERG I Não Categórico (Sim/Não) 
Toxicidade Inibidor de hERG II  Sim Categórico (Sim/Não) 
Toxicidade Toxicidade aguda em ratos 

(LD50) 
3,706 Numérico (mol/kg) 

Toxicidade Toxicidade crônica em ratos 
(LOAEL) 

2,544 Numérico (log 
mg/kg/dia) 

Toxicidade Hepatotoxicidade Não Categórico (Sim/Não) 
Toxicidade Sensibilização da pele Não Categórico (Sim/Não) 
Toxicidade Toxicidade para Tetrahymena 

pyriformis 
0,285 Numérico (log ug/L) 

Toxicidade Toxicidade em peixes flathead 4,823 Numérico (log mM) 
Nota: Unidades adotadas e fornecidas pelo sistema pKcsm (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcs 

m/prediction).  
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4.8 Efeitos das frações PAD e RD em ensaios de hemólise, citotoxicidade, 

produção de EROS e de NO em cultura de células  

 

As figuras 18, 19 e 20 apresentam os resultados obtidos nos métodos de 

citotoxicidade e produção de óxido nítrico, produção de espécies reativas de oxigênio 

e de hemólise, respectivamente. Os resultados indicam que as frações PAD e RD na 

concentração de 250 µg/mL foram citotóxicas para macrófagos murinos, 

apresentando valores próximos a 30% de viabilidade celular. Por outro lado, a 

concentração de 25 µg/mL, de ambas as frações, apresentou médio efeito tóxico 

(>50% de viabilidade celular) e nas concentrações de 2,5 e 0,25 µg/mL os efeitos 

citotóxicos foram reduzidos (>65% de viabilidade celular).  Ainda nesta mesma 

linhagem celular, as frações não estimularam a produção de NO em nenhuma 

concentração, porém as frações PAD e RD foram capazes de reduzir a produção 

deste gás em células desafiadas com LPS bacteriano (lipopolissacarídeo) quando 

testadas nas concentrações de 250 e 25 µg/mL. Além disso, a fração RD também 

reduziu a produção de NO em células desafiadas pelo LPS, na concentração de 250 

µg/mL.  
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Figura 1818- Avaliação da viabilidade celular e da produção de NO por macrófagos 

tratados com as frações PAD e RD 

 
 

Nota: Avaliação da viabilidade celular (A) e da produção de óxido nítrico (NO) (B e C) por macrófagos 
desafiados com lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) utilizando amostras de 250 (A), 25 (B), 2,5 (C) e 
0,25 (D) µg/mL das frações PAD (fração de diclorometano do extrato metanólico da parte aérea) e RD 
(fração de diclorometano do extrato metanólico das raízes), ambas diluídas em DMSO (0,001%).  Os 
valores foram expressos como média ± erro padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa (P 
≤ 0,05). 

 

Em relação a produção de espécies reativas de oxigênio (EROS), as frações 

PAD e RD foram capazes de reduzir a produção desses radicais em macrófagos 

murinos desafiados com Zymozan, quando testadas nas concentrações de 250 e 25 

µg/mL. As frações não apresentaram efeitos oxidativos quando testadas em células 

de macrófagos não desafiados com Zymozan.   
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Figura 1919– Avaliação da produção de EROS por macrófagos tratados com as 

frações PAD e RD 

 

Nota: Avaliação da inibição da produção de EROS por macrófagos desafiados com zymozan (Zym) 
utilizando amostras de 250 (A), 25 (B), 2,5 (C) e 0,25 (D) µg/mL das frações PAD (fração de 
diclorometano do extrato metanólico da parte aérea) (A) e RD (fração de diclorometano do extrato 
metanólico das raízes) (B), ambas diluídas em DMSO (0,001%).  Os valores foram expressos como 
média ± erro padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa para P ≤ 0,05. 

 

As frações PAD e RD não desencadearam efeitos hemolíticos quando testadas 

em hemácias murinas, em nenhuma das concentrações utilizadas (250, 25, 2,5 e 0,25 

µg/mL). Por outro lado, a saponina (controle positivo) apresentou efeitos hemolíticos 

consideráveis quando testada nas concentrações de 250 e 25 µg/mL (>90% de 

hemólise), mas baixa capacidade hemolítica quando administrada nas concentrações 

de 2,5 e 0,25 µg/mL (<45% de hemólise).  
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Figura 200 – Avaliação da atividade hemolítica em eritrócitos tratados com as 

frações PAD e RD 

 

Nota: da atividade hemolítica utilizando 250 (A), 25 (B), 2,5 (C) e 0,25 (D) µg/mL das frações PAD 
(fração de diclorometano do extrato metanólico da parte aérea), RD (fração de diclorometano do extrato 
metanólico das raízes) e do controle saponina, todas diluídas em etanol (0,05%).  Os valores foram 
expressos como média ± erro padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa para P ≤ 0,05.  

 

Assim, os resultados obtidos nas análises hemolíticas indicaram que as frações 

PAD e RD não afetaram as células testadas, contudo, nas análises com macrófagos, 

foi identificada citotoxicidade na dose elevada de 250 µg/mL. 

4.9 Efeitos contra oxidações induzidas ex vivo 

As amostras PAD e RD apresentaram os melhores resultados nos métodos 

testados e por isso suas propriedades antioxidantes foram também avaliadas em 

tecido nervoso de camundongo submetido ao protocolo ex vivo de estresse induzido 

por Fe2+-ascorbato. As frações PAD, RD e o controle quercetina foram capazes de 

inibir a peroxidação lipídica (46,7 ± 0,1; 43,3 ± 2,7 e 39,8 ± 0,7, respectivamente) e a 

formação de espécies reativas de oxigênio (EROS) (1.545 ± 35; 1.860 ± 130 e 1.605 
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± 15, respectivamente), além de terem mantido altas concentrações de grupos 

sulfidrilas no tecido na concentração de 250 µg/mL (86,6 ± 4,7; 87, 3 ± 5,4 e 96,3 ± 

0,1 nm DTNB/mg prot), sem diferença significativa entre si. Por outro lado, a amostra 

PAD foi a única amostra que na concentração de 250 µg/mL foi capaz de apresentar 

resultado sem diferença significativa com o controle quercetina no ensaio de 

capacidade antioxidante total (305,4 ± 2,7 e 312, 9 ± 8,6 μM trolox eq/g, 

respectivamente) (Figura 21). 

 

Figura 211 – Avaliação da atividade antioxidante das frações PAD e RD em tecido 

nervoso em modelo ex vivo 

 

Nota: Avaliação da concentração total de grupos tióis (A), capacidade antioxidante (B), nível de 
peroxidação lipídica (C) e concentração de espécies reativas de oxigênio (EROS) em tecido nervoso 
de rato com oxidações induzidas por Fe2+-ascorbato. PBS (não oxidado), controle (oxidado) e tecido 
nervoso oxidado tratado com as frações PAD (fração de diclorometano do extrato metanólico da parte 
aérea) e RD (fração de diclorometano do extrato metanólico das raízes) de P. glomerata nas 
concentrações de 250, 25 e 2,5 µg/mL. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os 
tratamentos por one-way ANOVA seguido pelo teste Tukey para P ≤ 0,05. 
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4.10 Efeito da fração RD nas alterações comportamentais relacionadas à 

ansiedade, estresse e depressão  

No teste do campo aberto, a exposição ao estresse agudo induziu um aumento 

na função motora (crossing e reading) dos camundongos nos dias 1 e 3, porém esse 

aumento foi controlado pelo tratamento com RD a 3, 10 e 30 mg / kg (Fig. 22 A, B). 

Embora o estresse agudo não tenha aumentado significativamente esses parâmetros 

nos outros dias, a diminuição da atividade de crossing foi observada nos dias 2 e 5 

para os animais que receberam 30 mg / kg de RD.  

Neste método, a RD reduziu com sucesso a atividade locomotora no grupo de 

estresse a partir do dia 2 e a manteve baixa até o dia 5. Conforme mostrado na Fig. 

11C, o número de fezes aumentou nos dias 1 a 3 após a exposição ao estresse agudo 

no experimento de campo aberto; no entanto, o tratamento com o RD a 10 ou 30 mg 

/ kg diminuiu o número de fezes no dia 4. Nenhuma diferença significativa foi 

observada em relação à exploração da periferia e do centro (dados não mostrados). 
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Figura 222 – Efeitos da fração RD sobre a função motora, número de Reading e 

número de fezes em diferentes dias de isolamento social 

 

Nota: Número de crossings (A), número de rearing (B), e número de fezes (C) em diferentes dias após 
o isolamento social. Os resultados se referem a camundongos não estressados tratados com água 
(Naive), estressados tratados com água (Estresse) e estressados tratados com doses de 3, 10, and 30 
mg/kg de RD uma vez ao dia (Tratamento). ###P ≤ 0,001 e #P ≤ 0,05 indicam diferença significativa 
entre os grupos Naive e estresse, por outro lado, ***P ≤  0,001, **P ≤ 0,01, e * P ≤ 0,05 indicam diferença 
significativa entre os grupos estresse e tratamento por two-way ANOVA seguido pelo teste Bonferroni. 
Usou-se One-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet para comparar os grupos diariamente. 

 

A exposição ao estresse agudo causou um aumento gradual no tempo gasto 

pelos animais nos braços fechados do labirinto (Fig. 22 A). Em animais expostos a 

estresse agudo e tratados com a fração RD a 30 mg / kg, a permanência nos braços 

fechados tornou-se significativamente mais curta no dia 2 e permaneceu 

consideravelmente reduzida depois disso. Da mesma forma, enquanto a exposição 

ao estresse agudo provocou uma diminuição gradual no tempo gasto nos braços 

abertos do labirinto (Fig. 22 B), a administração de 30 mg / kg da fração RD reverteu 

esse efeito nos dias 2 e 3. Além disso, 10 mg / kg da fração RD foi suficiente para 

reduzir significativamente o tempo de imobilidade após o dia 2 em animais expostos 
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ao estresse agudo; a mesma tendência foi observada com 30 mg / kg da fração RD 

(Fig. 22 C).  

Figura 233 – Efeitos protetivos da fração RD sobre o comportamento tipo depressivo 

e seus efeitos ansiolíticos em camundongos expostos ao isolamento social 

 

Nota: Os resultados se referem a camundongos não estressados tratados com água (Naive), 
estressados tratados com água (Estresse) e estressados tratados com doses de 3, 10, and 30 mg/kg 
de RD uma vez ao dia (Tratamento). ###P ≤ 0,001 e #P ≤ 0,05 indicam diferença significativa entre os 
grupos Naive e estresse, por outro lado, ***P ≤  0,001, **P ≤ 0,01, e * P ≤ 0,05 indicam diferença 
significativa entre os grupos estresse e tratamento por two-way ANOVA seguido pelo teste Bonferroni. 
Usou-se One-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet para comparar os grupos diariamente. 

 

Em seguida, foi realizado o teste de rotação para avaliar o efeito sedativo. A 

Tabela 8 não revela diferença no tempo de latência da primeira queda dos animais 

após o tratamento com 30 mg / kg da fração RD ou com solução salina. Além disso, o 

tempo de latência foi significativamente maior do que o encontrado para o grupo 

tratado com diazepam, composto utilizado como controle positivo. 
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Tabela 8 - Tempo de latência para a primeira queda no teste de rotarod para 
camundongos tratados com solução salina, 10 mg / kg de diazepam ou 30 mg / kg da 
fração RD 

Grupos Tempo de latência 
(min) 

Naive 120 ± 6 
Diazepam 10 mg/kg 42 ± 2 
Fração RD 30 mg/kg 120 ± 2 

* P <0,05 indica diferença significativa entre o Diazepam grupo e o grupo tratado com 30 mg / kg da 

fração RD utilizando One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. 

 

O tratamento com o RD a 30 mg / kg reduziu o número de eventos de 

cruzamento no experimento de campo aberto, indicando uma diminuição no 

comportamento de estresse, e promoveu uma redução significativa do tempo de 

imobilidade no experimento de natação forçada, indicando uma redução no 

comportamento depressivo comportamentos semelhantes e um papel protetor do RD 

(BUTTERWECK; JÜRGENLIEMK; NAHRSTEDT; WINTERHOFF, 2000). O aumento 

do tempo gasto na periferia da caixa no experimento de campo aberto ou nos braços 

abertos no experimento do labirinto em cruz sugere um efeito protetor para o 

desenvolvimento da ansiedade (DA SILVA OLIVEIRA; CAVALCANTI; SANTOS-

MAGALHÃES; ROLIM et al., 2014). 

Nossos resultados diferem daqueles obtidos por De-Paris; Neves; Salgueiro; 

Quevedo et al. (2000), em que os autores indicaram que o extrato hidroetanólico bruto 

das raízes de P. glomerata não reduziu o estresse, a ansiedade e o comportamento 

depressivo. Esses resultados opostos podem ser explicados pelo uso de uma fração 

enriquecida de 20E, que continha uma quantidade maior desse composto, sugerindo 

assim a necessidade de uma concentração mínima de 20E para desencadear um 

evento dose-resposta. 

O tratamento oral com RD diminuiu a atividade locomotora, promovendo um 

efeito protetor contra o estresse. Também encurtou o tempo gasto no centro do campo 

e diminuiu o número de fezes, indicando efeitos ansiolíticos. O 20E pode atuar como 

um modulador alostérico positivo do receptor GABAA, estimulando a inibição 

GABAérgica nos neurônios corticais de ratos, o que pode desencadear um efeito 

ansiolítico (TSUJIYAMA; UJIHARA; ISHIHARA; SASA, 1995). Os resultados obtidos 

no estudo de De-Paris; Neves; Salgueiro; Quevedo et al. (2000) mostraram que os 
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animais tratados com o extrato bruto de P. glomerata foram parcialmente protegidos 

das convulsões, possivelmente indicando efeitos mais específicos no sistema GABA. 

GABA é o principal neurotransmissor inibitório no sistema nervoso central de 

mamíferos (WATANABE; MAEMURA; KANBARA; TAMAYAMA et al., 2002); gera 

efeitos relaxantes, ansiolíticos e anticonvulsivantes por meio da ativação do receptor 

GABAA (FOSTER; KEMP, 2006). 

4.11 Aumento das defesas antioxidantes pela RD 

Na avaliação do estresse oxidativo, este estudo se concentrou no córtex frontal, 

hipocampo e corpo estriado devido à sua importância na manutenção da atuação 

cerebral normal (MORRONE; SCHNORR; BEHR; GASPAROTTO et al., 2016). 

Durante a adaptação comportamental, o córtex frontal é responsável pela tomada de 

decisões (RUSHWORTH; NOONAN; BOORMAN; WALTON et al., 2011); enquanto o 

estriado controla a cognição, o aprendizado e o comportamento motivado 

(MACPHERSON; HIKIDA, 2019). O hipocampo permite a aquisição de novas 

memórias vinculadas a eventos ou lugares (CHENG; FRANK, 2008). Vários estudos 

mostraram que essas regiões são responsáveis pela ansiedade (PANDYA, 2009), 

depressão (PANDYA; ALTINAY; MALONE; ANAND, 2012) e comportamentos de 

estresse (MORRONE; SCHNORR; BEHR; GASPAROTTO et al., 2016) em diferentes 

situações, e são fortemente afetadas ou mesmo desencadeado por estresse oxidativo 

(FLOYD; HENSLEY, 2002; SALIM, 2014). 

Conforme mostrado na Fig. 24 A, B e C, a atividade da enzima SOD foi 

diminuída no córtex, estriado e hipocampo de animais estressados em comparação 

com camundongos Naive. O tratamento com a fração RD evitou essa redução no 

córtex e no estriado, mas não no hipocampo. O padrão de atividade da enzima CAT 

foi mais complexo, pois mostrou uma clara queda no estriado e no hipocampo, mas 

um aumento no córtex, de animais estressados em comparação com camundongos 

do grupo Naive (Fig. 24 D, E e F). O tratamento com a fração RD foi capaz de restaurar 

parcialmente a atividade da CAT no estriado, mas nenhum efeito foi observado no 

córtex ou no hipocampo. 
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Figura 244 - Atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) 

em regiões do encéfalo de camundongos 

 

Nota: Córtex (A e D), estriado (B e E) e hipocampo (C e F). Grupos: Não estressado tratado com salina 
(Naive), estressado tratado com salina (Estresse) e estressado tratado com 30mg/kg da fração RD 
(fração de diclorometano do extrato metanólico das raízes) (tratamento). ##P ≤ 0,01 e #P ≤ 0,05 indicam 
diferença significativa entre os grupos Naive e estresse. *P ≤ 0,05 indica diferença significativa entre os 
grupos estresse e tratamento por one-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet. 

 

Conforme mostrado na figura 25 A, B e C, observamos uma diminuição na 

atividade da GPx no córtex e estriado de animais estressados em comparação com 

camundongos Naive, mas nenhuma diferença foi observada no hipocampo de 

nenhum grupo. Por outro lado, o tratamento com a fração RD foi capaz de prevenir a 

redução da atividade da GPx no córtex e estriado. A concentração de GSH diminuiu 

no estriado e no hipocampo de camundongos estressados em comparação aos 
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camundongos Naive, enquanto nenhuma diferença foi observada no córtex (Figura 25 

D, E e F). Em contraste com o GPx, o tratamento com a fração RD não evitou essa 

diminuição. 

 

Figura 255 - Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) e concentração de 

glutationa reduzida (GSH) em regiões do encéfalo de camundongos 

 

Nota: Córtex (A e D), estriado (B e E) e hipocampo (C e F). Grupos: Não estressado tratado com salina 
(Naive), estressado tratado com salina (Estresse) e estressado tratado com 30mg/kg da fração RD 
(fração de diclorometano do extrato metanólico das raízes) (tratamento). ##P ≤ 0,01 e #P ≤ 0,05 indicam 
diferença significativa entre os grupos Naive e estresse. *P ≤ 0,05 indica diferença significativa entre os 
grupos estresse e tratamento por one-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet. 

 

Conforme mostrado na Fig. 26 A, B e C, a peroxidação lipídica aumentou no 

estriado e no córtex após o estresse agudo, mas nenhuma diferença foi observada no 
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hipocampo. Já no grupo tratado, a fração RD pode prevenir esse aumento em todas 

as regiões. A concentração de grupos sulfidrila diminuiu no córtex e estriado de 

animais estressados em comparação com camundongos Naive, mas não no 

hipocampo (Fig. 26 D, E e F). Aqui, também, o tratamento com a fração RD evitou a 

redução dos grupos sulfidrilas em todas as regiões do encéfalo. 

 

Figura 266 - Nível de peroxidação lipídica e concentração total de grupos sulfidrilas 

em regiões do encéfalo de camundongos 

 

Nota: Córtex (A e D), estriado (B e E) e hipocampo (C e F). Grupos: Não estressado tratado com salina 
(Naive), estressado tratado com salina (Estresse) e estressado tratado com 30mg/kg da fração RD 
(fração de diclorometano do extrato metanólico das raízes). ##P ≤ 0,01 e #P ≤ 0,05 indicam diferença 
significativa entre os grupos Naive e estresse. *P ≤ 0,05 indica diferença significativa entre os grupos 
estresse e tratamento por one-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet. 

Conforme mostrado na figura 27 A, B e C, observamos uma diminuição no potencial 

antioxidante do estriado e do hipocampo, mas não no córtex de animais estressados. 
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Esta diminuição foi evitada pelo tratamento com a fração RD em todas as regiões do 

encéfalo. A concentração de NO3- / NO2- diminuiu no córtex, estriado e hipocampo de 

animais estressados em comparação com camundongos Naive (Figura 27 D, E e F). 

Nesse caso, o tratamento com a fração RD evitou o aumento no estriado, mas não no 

córtex ou no hipocampo. 

 

Figura 277 - Capacidade antioxidante e concentração total de nitrato/nitrito (NOx) 

em regiões do encéfalo de camundongos 

 

Nota: Córtex (A e D), estriado (B e E) e hipocampo (C e F). Grupos: Não estressado tratado com salina 
(Naive), estressado tratado com salina (Estresse) e estressado tratado com 30mg/kg da fração RD 
(fração de diclorometano do extrato metanólico das raízes). ##P ≤ 0,01 e #P ≤ 0,05 indicam diferença 
significativa entre os grupos Naive e estresse. *P ≤ 0,05 indica diferença significativa entre os grupos 
estresse e tratamento por one-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet. 

 Outros estudos também demonstraram o potencial neuroprotetor das raízes de 

P. glomerata. Por exemplo,  Marques; Galvão; Espínola; Dias et al. (2004) relataram 
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que o extrato etanólico reverteu parcialmente a memória induzida pela idade e os 

déficits de aprendizagem em camundongos. Posteriormente, Wang; Wang; Feng; 

Wang et al. (2014) descreveram como o 20E evitou a apoptose de neurônios e 

astrócitos e desempenhou um papel fundamental na melhoria do comprometimento 

cognitivo em um modelo de gerbil com isquemia cerebral, proporcionando assim 

novas perspectivas para combater o acidente vascular cerebral isquêmico. Ao mesmo 

tempo, Xia; Zhang; Liu; Wang et al. (2014) indicou que o 20E teve um papel protetor 

no combate aos déficits de memória em ratos diabéticos, possivelmente aumentando 

a capacidade antioxidante do cérebro. Esses achados apoiam a tendência consistente 

entre os efeitos comportamentais e benefícios de P. glomerata ou 20E em 

biomarcadores de estresse oxidativo. 

Especificamente, o tratamento com o RD promoveu um aumento nas defesas 

antioxidantes em comparação com os animais do grupo estressado. Anteriormente, 

Hu; Luo; Chu; Shan et al. (2012) mostraram os efeitos do 20E contra a lesão de 

isquemia cerebral em camundongos, que inibiu a produção de ROS / RNS e modulou 

as vias de transdução de sinal induzidas pelo estresse oxidativo. Durante o estresse 

emocional ou fisiológico, as defesas antioxidantes das células podem mudar 

dependendo da intensidade do estímulo (MUMTAZ; KHAN; ZUBAIR; DEHPOUR, 

2018). Quando a produção de ROS excede a capacidade antioxidante endógena da 

célula, ocorre o estresse oxidativo (HALLIWELL, 2007). 

Entre as regiões do cérebro analisadas, o córtex e o estriado apresentaram 

maiores atividades enzimáticas antioxidantes (catalase, SOD e GPx), maior potencial 

antioxidante (grupos sulfidrila, capacidade antioxidante e GSH) e menores 

concentrações de marcadores oxidativos (peroxidação lipídica) nos animais tratados. 

Esse achado indica que o RD realiza atividade adaptogênica em situações de estresse 

agudo e principalmente no estriado. Os adaptógenos incluem plantas e várias 

substâncias que aumentam a resistência inespecífica do corpo, protegendo-o de 

estressores (PANOSSIAN; WIKMAN, 2010). Eles diminuem o estresse, aumentam a 

resistência física e visam manter ou reduzir distúrbios relacionados à idade, como 

cansaço e perda de memória e atenção (CARLINI; RODRIGUES; MENDES; NEGRI 

et al., 2007). 

Na cultura celular, as amostras PAD e RD reduziram a produção de EROS e 

de NO em macrófagos. Entretanto, no estudo in vivo realizado aqui, o RD estimulou a 
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produção de NO no estriado, mas reduziu sua produção em outras regiões do cérebro. 

Interessantemente, uma das funções do NO nos artrópodes é a de regular a produção 

de 20E por meio de feedback negativo (DELALIO; DION; BOOTES; SMITH, 2015). 

Nos humanos e em outros mamíferos, a óxido nítrico sintase neuronal (nNOS) e a 

endotelial (eNOS) apresentam mecanismos de funcionamento parecidos com a NOS 

de artrópodes, sendo talvez o motivo pela qual as frações PAD e RD não estimularam 

a produção de NO em macrófagos, uma vez que estas células possuem a isoforma 

iNOS (óxido nítrico induzível) (XUE; YAN; ZHANG; XIONG, 2018).  Dias et al. (2019) 

mostraram que o extrato hidroetanólico das raízes de P. glomerata estimulou a 

produção de NO testicular e Orie; Raees; Aljaber; Mohamed-Ali et al. (2021) 

demostraram que a 20E foi capaz de promover uma dilatação de arteríolas 

dependente de NO.  

Por outro lado, o NO está relacionado a diferentes atividades biológicas no 

corpo e foi identificado como um neurotransmissor retrógrado por ativação 

glutamatérgica no corpo estriado e em outros centros cerebrais, estimulando o 

aprendizado e a memória (DŽOLJIĆ; GRABATINIĆ; KOSTIĆ, 2015). Além disso, o 

aumento crônico desse gás no estriado tem sido associado às doenças de Alzheimer 

e Parkinson, além de poder reagir com EROS, gerando o íon peroxinitrito, um radical 

relacionado a diferentes neuropatologias (PICÓN-PAGÈS; GARCIA-BUENDIA; 

MUÑOZ, 2019). No geral, o NO pode desempenhar um papel importante na 

estimulação das defesas antioxidantes no estriado (ZLATKOVIĆ; FILIPOVIĆ, 2013). 

Dessa maneira, os resultados obtidos são inéditos e mostraram que as frações 

PAD e RD, obtidas, respectivamente, a partir da parte aérea e das raízes da planta P. 

glomerata, possuem propriedades antioxidantes e anticolinesterásicas relevantes, 

com destaque para PAD. Além disso, a fração RD foi capaz de reduzir eventos de 

ansiedade e depressão em animais estressados, gerando ainda proteção contra o 

estresse oxidativo.  

5 CONCLUSÃO 

Este estudo demonstrou que as frações PAD e RD, provenientes da parte aérea 

e das raízes de P. glomerata respectivamente, são fontes naturais promissoras de 

20E, uma molécula bioativa adaptogênica com potenciais aplicações clínicas para o 
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tratamento da depressão, ansiedade e estresse. Este estudo foi o primeiro a relatar 

os efeitos benéficos das raízes dessa planta contra marcadores de estresse oxidativo 

no corpo estriado e de ambas as partes da planta como inibidores de 

acetilcolinesterase, sugerindo que a fração PAD possua potencial biológico 

comparável a RD. Nossos resultados apresentam evidências comportamentais e 

bioquímicas que contribuirão para o entendimento dos possíveis mecanismos pelos 

quais as raízes de P. glomerata induzem efeitos neuroprotetores em camundongos. 

O RD manteve as defesas antioxidantes ativas, reduzindo o dano oxidativo e, por meio 

desses mecanismos, protege contra mudanças comportamentais em modelos de 

ansiedade, estresse e depressão. Além disso, os resultados apresentados nesta tese 

abrem novas perspectivas para que estudos futuros ampliem o entendimento sobre 

as propriedades neuroprotetoras das partes aéreas e das raízes do ginseng-brasileiro, 

testando a PAD no mesmo modelo in vivo; promovendo o isolamento e possíveis 

modificações estruturais de 20E e em busca de novos alvos para esse composto.  
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Anexos 

 

Anexo  1:  Autorização  de  acesso  e  de  remessa  de  componente  do patrimônio 
genético. 
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Anexo 2: Certificado de aprovação pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 
da Universidade Federal de Uberlândia (CEUA/UFU-067/18). 
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Anexo 2: Certificado de aprovação pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 
da Universidade Federal de Uberlândia (CEUA/UFU-105/18). 
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Anexo 3: Análise da cromatografia em camada delgada.  
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Anexo 4. Avaliação por CLAE-IES-EM/EM 

 

Anexo 4.1. Cromatograma da fração de diclorometano (PAD) do extrato metanólico da parte aérea da Pfaffia glomerata por CLAE-IES-

EM/EM (modo positivo). 
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         Anexo 4.2. CLAE-IES-EM/EM da 20-hidroxiecdisona presente na fração diclorometano da parte aérea (PAD) (m / z 481 [M-H] +). 

 

 

         Anexo 4.3. CLAE-IES-EM/EM da ecdisona presente na fração diclorometano da parte aérea (PAD) (m / z 465 [M-H] +). 
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Anexo 4.4. CLAE-IES-EM/EM do ácido glucônico presente na fração diclorometano da parte aérea (PAD) (m / z 197 [M-H-]). 

 

 

 

Anexo 4.5. CLAE-IES-EM/EM da pfaffina A presente na fração diclorometano da parte aérea (PAD) (m / z 479 [M-H-]). 
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Anexo 4.6. CLAE-IES-EM/EM da rubrosterona presente na fração diclorometano da parte aérea (PAD) (m / z 335 [M-H-]). 

 

 

Anexo 4.7. Cromatograma da fração de diclorometano (RD) do extrato metanólico das raízes da Pfaffia glomerata por CLAE-IES-EM/EM (modo positivo). 

 



 

113 
 

 

 

 Anexo 4.8. CLAE-IES-EM/EM da 20-hidroxiecdisona presente na fração diclorometano das raízes (RD) (m / z 481 [M-H] +). 

 

 

Anexo 4.9. CLAE-IES-EM/EM da pfaffina A presente na fração diclorometano das raízes (RD) (m / z 479 [M-H] +). 
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 Anexo 4.10. CLAE-IES-EM/EM da rubrosterona presente na fração diclorometano das raízes (RD) (m / z 335 [M-H-]). 
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Anexo 5. Cromatogramas das frações PAD (A) e RD (B) de Pfaffia glomerata para o método de quantificação do teor de 20-hidroxiecdisona por meio de 

CLAE utilizando o padrão de 20-hidroxiecdisona 93% de pureza (C).  
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