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Analise de B-ecdisonaem plantas in vivo e in vitro de Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen, através da Cromatografia em Camada Delgada
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RESUMO: Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, conhecida como ginseng brasileiro, € uma
planta extensivamente usada na medicina popular em decorréncia de possuir propriedades
fitoterapicas. O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de B-ecdisona nas raizes e partes
aéreas de plantas in vivo e in vitro provenientes de dois acessos (BRA e JB-UFSM) de Pfaffia
glomerata através da cromatografia em camada delgada (CCD). Nas plantas in vivo, as manchas
cromatograficas demonstraram que a B-ecdisona esta presente na raiz e na parte aérea. Os
acessos nao apresentaram diferencas em relacao ao perfil de manchas cromatograficas. A analise
em CCD néo detectou a presenca de -ecdisona nas plantas cultivadas in vitro.

Palavras-chave: ginseng brasileiro, CCD, ecdisteroides, controle de qualidade, cultivo in vitro

ABSTRACT: Analysis of B-ecdysone from in vivo and in vitro cultured plants of Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen using Thin-Layer Chromatography. Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen, known as Brazilian ginseng, is a plant extensively used in folk medicine due to its
phytotherapic characteristics. The aim of this study was to evaluate the presence of 3-ecdysone
in the roots and shoots of in vivo and in vitro cultured plants of two sources (BRA and JB-UFSM)
of Pfaffia glomerata using Thin-Layer Chromatography (TLC). For in vivo cultured plants, TLC
plates showed that 3-ecdysone was present in the roots and shoots. Sources showed no differences
concerning TLC plates. TLC analysis did not detect B-ecdysone in the in vitro cultured plants.
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INTRODUCAO

Varias industrias farmacéuticas brasileiras
produzem fitoterapicos e suplementos alimentares
contendo em sua formulacdo raizes de Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen (Brasil, 2004). Esta
espécie, conhecida popularmente como ginseng
brasileiro, apresenta varias propriedades medicinais,
destacando-se os efeitos antidepressivos, tbnicos e
afrodisiacos, além de ser utilizada para o tratamento
de diabetes, reumatismo, esgotamento fisico e
mental, falta de memdria e estresse (Magalhées,
2000; Zimmer et al., 2006). Varios compostos foram
isolados e identificados a partir das raizes de P.
glomerata, como o &cido glomérico, acido oleandlico,
acido famérico, além de varios ecdisteréides (Shiobara
et al., 1993). Nos dias atuais, o ecdisteréide -
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ecdisona é utilizado como marcador quimico no
controle de qualidade da matéria-prima e dos
medicamentos produzidos com P. glomerata
(Magalhaes, 2000; Zimmer et al., 2006).

Em funcéo dos critérios de eficacia,
seguranca e qualidade exigida para a obtencéo do
registro de medicamentos fitoterapicos no Ministério
da Saude (Brasil, 2004), diversos ensaios
farmacoldgicos foram conduzidos com P. glomerata,
tendo em vista o desenvolvimento e a validacéo de
técnicas necessarias para o controle da qualidade
da matéria-prima (Zimmer et al., 2006).

A cromatografiaem camada delgada (CCD)
€ uma das técnicas mais empregadas no controle da
qualidade de plantas medicinais devido a
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simplicidade, rapidez, praticidade e baixo custo; a
grande variedade de combinacdes entre fases méveis
e estacionarias torna a CCD uma técnica
extremamente versatil e de grande aplicacéo (Gil et
al., 2005).

Em P. glomerata, a obtencdo de perfil
cromatografico de amostras de raizes mostra-se
ferramenta valiosa para a identificacéo, quantificacdo
e avaliacdo da estabilidade da matéria-prima e ou
extratos derivados. Recentemente, Vigo et al. (2004)
salientaram a importancia da CCD para a
padronizacao farmacogndstica e correta identificacéo
de P. glomerata, possibilitando o controle de qualidade.

Apesar de, nos dias atuais, 0 metabdlito -
ecdisona ser utilizado como produto de referéncia no
controle de qualidade das raizes de P. glomerata, ha
poucas pesquisas referentes a presenca deste
composto em outros 6rgaos da planta, tampouco em
relacdo a presenca do mesmo em plantas in vitro.
Estes estudos fornecerdo novas informacdes a
industria farmacéutica, além de contribuir para um
melhor entendimento do papel fisiolégico dos
ecdisteroides nas plantas. Neste contexto, o objetivo
deste estudo foi verificar a presenca de B-ecdisona
nas raizes e partes aéreas de plantas in vivo e in
vitro, oriundas de dois acessos de P. glomerata,
através da cromatografia em camada delgada.

MATERIAL E METODO

Utilizaram-se dois acessos (BRA e JB-UFSM)
de P. glomerata (Spreng.) Pedersen, sendo o acesso
BRA coletado no municipio de Queréncia do Norte,
PR e o acesso JB-UFSM coletado no Jardim Botanico
da UFSM, Santa Maria, RS. Uma exsicata desta
espécie encontra-se depositada no Herbario do
Departamento de Biologia da UFSM (SMDB 7606).

Segmentos nodais (1 cm) de ambos os
acessos foram desinfestados e cultivados em meio
MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com
sacarose (30 g L), mio-inositol (100 mg L) e agar
(6 g L) (Nicoloso et al., 2001). O pH foi ajustado
para 5,9. As plantas foram cultivadas em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2°C, 16 horas
de fotoperiodo e 35 MM m2s* de luminosidade. Apos
30 dias de cultivo, as plantas foram aclimatizadas e
transferidas para condi¢Bes de cultivo em solo, no
municipio de Sao Pedro do Sul, RS, Brasil.

A presenca da B-ecdisona (Figura 1) foi
analisada nas raizes e partes aéreas das plantas in
vitro (30 dias de idade), bem como, nas plantas
transferidas para o campo (in vivo), as quais foram
coletadas, durante a primavera, dois anos apos o
plantio no solo. O material vegetal foi seco em estufa
a 50°C (Simdes et al., 2001) e triturado em gral. As
amostras (200 mg) foram extraidas com metanol (2
vezes, 5 mL) em banho ultra-sbénico, durante 20
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FIGURA 1. Estrutura do fitoecdisteréide 3-ecdisona.

minutos. O sobrenadante foi removido apés
centrifugacdo a 1000 g durante 10 minutos e 0s
extratos obtidos das duas extracBes foram
combinados (10 mL) (Flores, 2006).

Foram aplicados 15 L das amostras e do
padrao da B-ecdisona, com auxilio de capilar
graduado, em cromatofolhas de aluminio (AL TLC
Silicagel 60 F,., Merck, 20 x 20 cm). O sistema foi
mantido em cdmara de saturacdo com os eluentes:
n-butanol, acetato de etila, acido férmico e agua
(4:1:0,6:0,5). Avisualizagdo das manchas foi efetuada
por exposicdo a luz UV a 254 nm e arevelagdo com
vanilina sulfirica, em capela, com posterior
aquecimento em estufa até o aparecimento de cores
na placa. O método cromatografico utilizado seguiu
a metodologia proposta por Vigo et al. (2004) para
esta espécie.

As placas foram confeccionadas em triplicata
e documentadas por fotografia digital. A presenca de
B-ecdisona na placa cromatografica foi realizada pela
comparacdo dos Fatores de Retencdo (Rfs) das
manchas das amostras com o do padrao p-ecdisona
adquirido da ChromaDex Inc. (Califérnia, U.S.A.). A
solucdo de B-ecdisona foi preparada em metanol a
25 mg mL*. Realizou-se a co-cromatografia para
confirmar a identificacdo da B-ecdisona.

RESULTADO E DISCUSSAO

As analises cromatograficas das amostras
das plantas in vivo dos acessos de P. glomerata
(Spreng) Pedersen mostraram a presenca de B-
ecdisona tanto nas raizes como na parte aérea das
plantas. A mancha correspondente a B-ecdisona
apresentou Rf=0,7 e coloracdo esverdeada, 0 que a
diferenciou das demais manchas observadas na placa
cromatografica.

Recentemente, devido a importancia das
raizes do ginseng brasileiro para a fabricacédo de
fitoterapicos, a presenca e o doseamento de f-
ecdisona vém sendo muito estudados (Flores, 2006),
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porém as pesquisas estdo limitadas ao sistema
radicular da planta (Magalhdes, 2000; Vigo et al.,
2004). Contudo, os resultados obtidos neste estudo
mostraram que a parte aérea de P. glomerata também
contém B-ecdisona, além de varios outros
metabdlitos, cujas manchas ndo foram detectadas
nasraizes (Figuras 2A, 1B, 1E e 1F). De fato, varias
pesquisas vém demonstrando que os fitoecdisterdides
podem ser biossintetizados e/ou acumulados em
diferentes 6rgéos das plantas. Em Pfaffia iresinoides,
estudos sobre o teor 6rgao-especifico de
ecdisteréides mostraram que a p-ecdisona estava
presente tanto nas raizes como no caule e folhas
desta espécie (Nishimoto et al., 1987), o que concorda
com os resultados obtidos neste estudo.

Por outro lado, manchas correspondentes a
B-ecdisona ndo foram detectadas nos extratos
metanolicos das raizes e partes aéreas das plantas
in vitro, em ambos os acessos estudados (Figuras
2C, 1D, 1G e 1H). Apesar de estas amostras
apresentarem manchas com Rf muito similar aquele
do padrédo de B-ecdisona (Figura 2P), a co-
cromatografia mostrou que as manchas detectadas
nas plantas in vitro ndo se tratavam da j-ecdisona,
pois aquelas apresentavam coloragéo diferente
guando comparada a mancha da B-ecdisona. Ao
contréario, estudos conduzidos com plantas in vitro
Ajuga evidenciaram um alto teor de fitoecdisteréides
(Tomas et al., 1993). Contudo, € importante salientar
gue é muito dificil comparar a producado de
determinado metabdlito produzido a partir de células
e/ou tecidos in vitro, com aqueles produzidos nos
tecidos de plantas completas, cultivadas a campo.
Neste estudo, a ndo deteccdo da p-ecdisona nas
plantas in vitro pode ser devido a pouca diferencia¢éo
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dos tecidos e 6rgados, além do reduzido tempo de
cultivo in vitro (30 dias), quando comparado as plantas
cultivadas a campo, as quais apresentavam dois anos
de idade. Adiferenciacdo dos tecidos, a idade da planta
e as condi¢des do meio ambiente sdo importantes
fatores que afetam a producdo de metabdlitos
secundarios.

Constatou-se que os perfis cromatograficos
das amostras in vivo e in vitro do acesso JB-UFSM
(Figuras 2A, 1B, 1C, 1D) foram similares as do acesso
BRA (Figuras 2E, 1F, 1G, 1H). Estes resultados
demonstram que, apesar da P. glomerata apresentar
grande variabilidade genética e morfoldgica
(Magalhaes, 2000), os acessos estudados neste
trabalho ndo apresentaram diferencas marcantes em
relacdo a composicdo quimica. O padréo geral das
manchas, bem como o Rf e a coloracdo da mancha
correspondente a B-ecdisona obtidos neste estudo,
com as plantas in vivo, foram similares aos
encontrados por Vigo et al. (2004), em amostras de
raizes de P. glomerata.

Apesar de a B-ecdisona ndo ter sido
detectada nas amostras in vitro, a comparacao dos
perfis cromatograficos das partes aéreas das plantas
in vivo e in vitro, mostrou que as Ultimas apresentam
um maior niumero de manchas (Figuras 2D, 2H)
guando comparado as plantas coletadas a campo (in
vivo) (Figuras 2B, 2F). Vérias pesquisas tém mostrado
gue as condi¢fes impostas durante o cultivo in vitro
podem influenciar na biossintese e/ou acimulo de
diferentes metabdlitos, inclusive de ecdisterdides
(Tomés et al., 1993).

O sistema cromatografico adotado neste
estudo mostrou-se como uma alternativa viavel para
a deteccao rapida de a-ecdisona em amostras de
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FIGURA 2. Comparacéo cromatografica dos extratos metanolicos das raizes e partes aéreas de plantas in vivo e
in vitro de dois acessos de Pfaffia glomerata. A) raizes do acesso JB-UFSM in vivo, B) parte aérea do acesso JB-
UFSM in vivo, C) raizes do acesso JB-UFSM in vitro, D) parte aérea do acesso JB-UFSM in vitro, E) raizes do
acesso BRA in vivo, F) parte aérea do acesso BRA in vivo, G) raizes do acesso BRA in vitro, H) parte aérea do

acesso BRA in vitro, P) padréo B-ecdisona.
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ginseng brasileiro. A obtencdo de um perfil
cromatografico de amostras de raizes de diferentes
acessos de P. glomerata mostra-se Util para o
controle da qualidade da matéria-prima, principalmente
na avaliacdo da estabilidade das drogas ou extratos
derivados. Além disso, Vigo et al. (2004) ressaltaram
aimportancia da CCD na avaliacdo da pureza e da
autenticidade de diferentes drogas comercializadas
como sendo provenientes de raizes P. glomerata.

Apesar de a CCD ser uma ferramenta muito
Util para a identificacdo rapida de compostos de
interesse em uma amostra, neste estudo, esta
técnica mostrou-se pouco sensivel para a analise de
B-ecdisona em amostras de plantas cultivadas in vitro.
A metodologia de CCD adotada mostrou-se adequada
apenas para a deteccdo de B-ecdisona quando em
concentracéo igual ou superior a 25 mg mL™. Desta
forma, a ndo visualizacdo da mancha referente a f3-
ecdisona nas plantas in vitro pode ser devido a
auséncia do composto no material, pela presenca da
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pelo auxilio financeiro e a Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia, DF,
Brasil) pelo fornecimento do acesso BRA de Pfaffia
glomerata.

CONCLUSAO

Os resultados permitiram concluir que: a) a
CCD é técnica viavel para a deteccao de B-ecdisona
nas raizes e partes aéreas de plantas in vivo de P.
glomerata; b) os acessos BRA e JB-UFSM néo
apresentam diferencas marcantes em relagéo ao perfil
de bandas cromatograficas e c) a analise em CCD
nao detecta B-ecdisona em plantas in vitro.
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