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RESUMO

Uma das plantas que tem sido muito utilizada como medicamento popular é a
Kalanchoe pinnata (Lam.) Persson (Crassulaceae). Uma das primicias de seu uso é
no tratamento de inflamacdes, infeccdes, feridas, ulceracdes e gastrite. O objetivo do
presente estudo foi identificar e quantificar constituintes bioativos e também avaliar
as atividades antioxidante e anti-inflamatoria topica das folhas de K. pinnata. Pelo
material seco e macerado com metanol, foi possivel obter trés fracdes: Hexanica;
diclorometéanica e acetato de etila. Os constituintes das fracbes e do extrato

metanolico foram detectados por uma cromatografia liquida de alta capacidade
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acoplada a detector de ultravioleta e cromatografia com fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Esse efeito anti-inflamatorio foi analisado pelo modelo de
bolsa de ar induzido por carragenina conforme Vinegar et al. (1973). Nesse estudo
fitoquimico, foi possivel identificar a presenca de taninos, flavonoides e glicosideos
cardiotdonicos. Na bolsa de ar, a dose de 400 mg/kg foi verificada, possibilitando e
gerando a significativa reducéo de volume do exsudato inflamatoério, comparada com
o controle, porém, ndo conseguindo inibir a migracéo leucocitaria. O grupo tratado
com dexametasona apenas reduziu o volume de exsudato. Sendo assim, 0s
resultados indicam que a planta Kalanchoe pinnata pode ser uma fonte de novos

compostos quimicos com atividades anti-inflamatérios.

Palavras-chave: Kalanchoe pinnata, Flavonoides, Estudo Fitoquimico, Atividade

Anti-inflamatoéria.
1. INTRODUCAO

Muitos grupos éticos ou comunidades pobres, s6 tem como unico recurso o
conhecimento de plantas consideradas como medicinais, tais plantas tem sido
utilizados na cura e no tratamento de enfermidades durante milénios na espécie
humana (MUTHU et al., 2006). Os produtos naturais faziam parte dos antigos

sistemas de medicina tradicional, por exemplo, chinesa e egipcia (SARKER, 2016).

Ainda hoje, as plantas medicinais sdo amplamente utilizadas em diversos paises,
alguns desses conhecidos como industrializados, tais como: Canada, Franca,
Alemanha e Italia. Estima-se que entre 70% a 90% da populacdo desses paises,

LL I3

utiliza as plantas medicinais com o titulo de “complementar”, “alternativo” ou “nao

convencional” (ROBINSON e ZANGHE, 2011).

O tratamento de doencas com uso de plantas medicinais, baseado no conhecimento

comum e popular o qual foi acumulado com o passar do tempo e transmitida para
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posteriores geracdes, constitui a Medicina Tradicional (MUTHUIRULAPPAN;
RAJENDREN, 2013). De acordo com Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca
de 3,4 bilhdes de pessoas nos paises em desenvolvimento usam remédios
tradicionais a base de plantas. Isso por volta de 88% da populacdo mundial, que usa
principalmente a medicina tradicional na atencdo primaria a saude (BRASIL, 2006;
SOUSA et al., 2008). Este ramo do conhecimento deu origem a Fitoterapia que é
definida como a pratica do uso de plantas ou suas partes com finalidade terapéutica
(FELTROW; AVILA, 2000).

No Brasil ndo é diferente, nas regiées mais pobres e mesmo nas grandes cidades
brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados
populares ou encontradas em quintais de residéncias. As observacdes da eficicia
do uso de plantas medicinais no tratamento de doencas contribuem para divulgacéo
da eficiéncia e eficacia das plantas denominadas de medicinais, apesar de nao
terem seus constituintes quimicos conhecidos. Dessa forma, 0s usuarios que
utilizam este tipo de cultura medicinal despertam o interesse de pesquisadores em
estudos envolvendo areas, como por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica,

ampliando o conhecimento sobre fonte medicinal natural (MACIEL et al, 2002).

Estima-se que aproximadamente 61% das 877 novas entidades quimicas de
pequenas moléculas introduzidas como farmacos no mundo entre 1981 e 2002
podem ser remontadas a produtos naturais, ou foram desenvolvidas a partir deles.
Elas incluem produtos naturais (6%), derivados de produtos naturais (27%),
compostos sintéticos com farmacos derivados de produtos naturais (5%) e
compostos sintéticos planejados com base no conhecimento obtido a partir do
produto natural, isto é, imitacdo de produto natural (23%). Em algumas é&reas
terapéuticas, a contribuicdo dos produtos naturais ainda é maior, por exemplo, cerca
de 78% dos antibacterianos e 74% dos candidatos a farmacos antineoplasicos
malignos sdo de produtos naturais ou analogos estruturais de produtos naturais

(MACIEL et al, 2002).
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O conhecimento dos mecanismos envolvidos nos processos inflamatérios promoveu
também o desenvolvimento de terapias anti-inflamatorias e diversos agentes
terapéuticos estdo disponiveis para o tratamento. Os farmacos anti-inflamatorios
estdo entre os mais utilizados pela medicina moderna e alguns tiveram origem de
produtos naturais ou (semi) sintéticos, como o acido acetilsalicilico (A.A.S.), um
AINE, proveniente do acido salicilico obtido de Salix spp (SILVA; CARVALHO,
2004).

Para dar um inicio sobre esse estudo de plantas medicinais, os pesquisadores
podem levar em consideracdo as seguintes abordagens: etnobotanica e/ou
quimiossistemética e/ou ao acaso (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).
Geralmente, a abordagem etnobotanica que tem como principal motivo, avaliar e
caracterizar, visando aspectos quimicos e farmacoldgicos das plantas, tem sido
utilizado para fundamentar os usos tradicionais. Por exemplo, Okwu e Nnamdi
(2011), partindo do uso popular de Kalanchoe pinnata (Crassulaceae) no processo
desse tratamento de infec¢cbes em feridas, foi feito o isolamento de dois flavonoides
do extrato etandlico de folhas com atividade antimicrobiana, revelando o popular uso
da espécie e criando perspectivas para o alcance de novos farmacos e
medicamentos. Ainda Afzal e colaboradores (2012) isolaram cinco substancias das
folhnas de Kalanchoe pinnata (sinbnimo Bryophyllom pinnatum), sendo o derivado
esteroidal estigmast-4,20(21),23-trien-3-ona inédito. Essa substancia (300 mg/kg) e
0 extrato aquoso (400 mg/kg) demonstraram atividade anti-inflamatéria em modelo

de inflamacgéao

Kalanchoe pinnata pertence a familia Crassulaceae. A familia é composta pelo
género Kalanchoe que compreende aproximadamente 125 espécies muitas delas
nativas da Africa (COSTA et al., 2008; EL ABDELLAOUI et al., 2010). Tem como
sindbnimos os nomes cientificos Sinonimos: Bryophyllum calycinum, B. germinans, B.
pinnatum, Cotyledon calycina, C. calyculata, C. pinnata, C. rhizophilla, Crassuvia

froripendia, Crassula pinnata, Sedum madagascariense, Verea pinnata, é conhecida
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popularmente na regido norte como: coirama, coirama branca, diabinho e em outras
regides do pais como: Erva-da-costa, folha-da-costa, folha-da-fortuna, folha-grossa,
e orelha-de-monge (MAJAZ et al., 2011). Muitas comunidades ja utilizam o extrato
das folhas da Kalanchoe em forma de cha para tratamento de doencas gastricas,
dores no corpo, doencgas inflamatorias, entre outras (ALMEIDA et al., 2000; KAMBOJ
e SALUJA, 2009; OKWU; JOSIAH, 2006).

Encontramos, na literatura, varios estudos os quais tem confirmado varios potenciais
relacionados com a Kalanchoe pinnata. Por exemplo, Afzal et al. (2012) e também
Gupta et al (2010) observaram em seus estudos um potencial anti-inflamatorio e
analgésico relacionado ao estudo do extrato da Kalanchoe pinnata. Ainda Muzitano
e colaboradores (2006) verificaram atividades anti-leishmanicida relacionado a esta
planta. Outros estudos ainda comprovaram atividades antidiabética (OJEWOLE,
2005), antibactericida (BISWAS et al.,, 2011), antimicrobiana (AKINPELU et al.,
2000) e antialérgica (CRUZ et al., 2012). Observa-se também, estudos que citam o
potencial anticancerigeno, neurolégica (sedativa e relaxante muscular),
hipoglicemiante e hipolipidémica (SALAHDEEN; YEMIATAN, 2006).

Mesmo com Vvarios estudos relacionados ao potencial farmacoldgico da Kalanchoe
pinnata em analises fitoquimicas realizadas por diversos autores por meio de
extratos e fracGes isoladas dessa planta, ainda é possivel observar cada vez mais
novas substancias com potenciais diversos e atividades anti-inflamatoérias (AFZAL et
al., 2012; CHOI et al., 2012; TATSIMO et al., 2012; OKWU; NNAMDI, 2011; OTUKI,
JOSIAH, 2006).

Com relacdo as folhas de K. pinnata ja foi relatada a presenca majoritaria de
flavonoides (livres e glicosilados), saponinas e alcaloides, sendo os flavonoides a
principal classe quimica do género Kalanchoe (CRUZ et al., 2011; OKWU; JOSIAH,
2006). Muzitano e colaboradores (2011) avaliaram a influéncia das condi¢cdes de

cultivo, estacdo do ano e metodo de extracado sobre a concentragcédo de flavonoides
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encontrada em extratos aquosos de K. pinnata e demonstraram que o flavonoidico &
um conteudo potencializado quando a planta € exposta sob a maior exposi¢cao da luz
solar e quando coletada nos periodos do ano em que ocorre ha maior existéncia de

radiacao solar, como o verao e a primavera.

Os modelos de inflamagé&o in vivo, como edema de pata, de orelha, bolsa de ar,
induzido por agentes flogisticos e pleurisia tém sido utilizados frequentemente nos
estudos de atividade anti-inflamatéria com produtos naturais e sintéticos
(WILLOUGHBY, 2003). Porém algumas técnicas possuem limitacbes como as
dificuldades de manipulacdo no decorrer da inflamacao, inducédo e a determinacéo
da quantidade de parametros inflamatérios (edema, numero e tipo de células
envolvidas, extravasamento de proteinas, mediadores envolvidos). Dentre o0s
agentes flogisticos que podem ser utilizados destaca-se a carragenina, obtido de
algas marinhas. Este agente produz uma resposta inflamatoria aguda no modelo da
pleurisia em camundongos (SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985).

O modelo da bolsa de ar tem seus primeiros relatos em ratos na década de 60
(OKUDAIRA e SCHUWARZ, 1962) e em camundongos nos anos 70. Neste modelo,
a partir do lavado da bolsa de ar, € viavel a avaliagdo do extravasamento de liquido,
a migracao de células bem como a mensuracédo de enzimas como a ciclooxigenase
e outros mediadores como 6xido nitrico, prostaglandinas e leucotrienos, induzidos

por diversos agentes flogisticos (POSADAS et al., 2000).

A técnica do modelo da bolsa de ar possuem vantagem em relacao a outras técnicas
encontradas na literatura, pois a partir da coleta dos lavados da cavidade pleural e
da bolsa de ar é possivel analisar e quantificar diversos parametros inflamatérios
como “celularidade, exsudagédo, mediadores inflamatérios (citocinas, Oxido nitrico,
entre outros), além da participacdo de enzimas como mieloperoxidase e adenosina-
deaminase”. (SOARES, 2017 p. 31) Sem a necessidade de recorrer a
procedimentos complicados de extracdo e quantificacao.
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Diante do exposto, esse trabalho demonstra buscar o significativo potencial desta
planta (Kalanchoe pinnata) em atividades farmacoldgicas, possibilitando assim a
selecdo de farmacos/plantas com potencial atividade anti-inflamatoria para o modelo
de bolsa ar (SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985). Desta forma, o estudo objetiva
contribuir na busca de uma nova medicacdo terapéutica para o tratamento de
inflamac®es, tal busca foi efetuada pela investigacdo da espécie vegetal K. pinnata.
Para tanto, foram investigadas as atividades anti-inflamatérias (modelo de bolsa de
ar) bem como a identificagdo de compostos presentes na planta em estudo,

sugerindo uma possivel relacdo destes com a referida atividade farmacoldgica.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA EM MODELO
DE BOLSA DE AR

2.1.1 ANIMAIS

Foram utilizados Rattus norvegicus da linhagem Wistar (180-200 g), machos, com 45
dias de idade, provenientes do Biotério UFOPA- campus Oriximina. Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas com racdo e agua ad libitum a temperatura
ambiente (22-25 °C). Os protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica
na Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal do Oeste do Para
(protocolo n° 105/2012).

2.1.2 FARMACOS

Os farmacos usados no trabalho foram: Dexametasona (um glicocorticoide com acéo
anti-inflamatoria); Carragenina (agente flogistico que induziu a inflamacdo e um

polissacarideo sulfatado extraido da alga Chondros crispus); Cetamina; Xilazina.
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2.1.3 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

A Kalanchoe pinnata foi coletada na Universidade Federal do Oeste do Para,
campus de Oriximina - Para, no periodo de setembro a outubro em que ha maior
incidéncia de radiacao solar, devido ao verdo amazonico, o que pode potencializar o
teor de substancias presentes na planta (MUZITANO et al., 2011). Para preparo do
extrato, coletaram-se folhas de K. pinnata que foram submetidas a secagem em
estufa com ventilacdo, a uma temperatura de 40°C até completa secagem. ApoOs
secagem, o material foi rasurado para realizacdo posterior de extracdo dos

constituintes.
2.1.4 OBTENQC)ES DOS EXTRATOS

Os extratos aquosos foram preparados de acordo com a metodologia de Decoccéo.
O extrato bruto por decoccéo foi elaborado utilizando dois frascos ambares de vidro
de capacidade para 1000 mL e manta aquecedora para preparo do banho-maria. A
mistura obtida, apds a decoccdo do material, foi mantida em repouso ao abrigo da
luz. Posteriormente, procedeu-se a filtragem dos extratos os quais foram utilizados

em seguida para testes anti-inflamatorios.

Para a obtencdo do extrato metandlico foram utilizados 1,05 kg do material vegetal
seco, triturados e distribuidos uniformemente em frascos de Erlenmeyer de 1000 mL
(375 g de material a cada frasco). Em seguida, adicionou-se 400 mL de metanol e o
material vegetal foi incubado em modo estatico sem presenca de luz por 2 dias.
Posteriormente, a amostra foi submetida a filtracdo simples, e apos isso o filtrado foi

concentrado em evaporador rotativo para a obtencao do extrato MeOH-1 (5,4 g).
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2.1.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A atividade anti-inflamatéria do extrato metandlico e extrato aguoso das folhas de K.
pinnata foi avaliada pelo modelo inflamatério de bolsa de ar em ratos. Os farmacos
utilizados foram: Dexametasona - um glicocorticoide com acao anti-inflamatoria, a
Carragenina (agente flogistico que induziu a inflamagdo) um polissacarideo
sulfatado extraido da alga Chondros crispus (Sigma-Aldrich®), e o extrato. Cada
ensaio foi constituido por trés grupos, todos com cinco individuos (n = 5): Primeiro
grupo (controle negativo): onde os animais receberam veiculo solugéo salina 0,9% e
aplicados na parte intraescapular de cada animal + carragenina 1%; Segundo grupo
(controle positivo): onde os animais receberam dexametasona 600 pg/kg — i.p. +
carragenina 1% na bolsa de ar; Terceiro grupo (grupo tratado): animais que
receberam o extrato metanodlico nas diferentes concentracfes de 200 mg/kg e 400
mg/kg e extrato aquoso nas diferentes diluigées (Kp 0,1, 1 ou 10 %) i.p.

Apos inducao do processo inflamatorio e tratamentos, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical. Antes da inducdo do processo inflamatério, os animais
foram anestesiados por via intraperitoneal (IP) com cetamina (80 mg/kg) e xilazina
(15 mg/kg).

2.1.6 MODELOS DA BOLSA DE AR EM RATOS

O experimento da bolsa foi realizado em um periodo de 10 dias. No primeiro dia foi
feito a tricotomia e a “confecgdo” da bolsa de ar. A bolsa de ar foi feita, a partir da
injecdo subcutdnea de 20 mL de ar estéril na regido intraescapular dos ratos
(EDWARD et al., 1981; TAO et al., 1999). No terceiro e no sexto dia apos o inicio do
experimento, as bolsas foram reinfladas com 10 mL de ar também estéril. No nono
dia do experimento, foi injetado dentro da bolsa de ar 2 mL de carragenina 1% a
qual corresponde o agente flogistico (induz inflamac&o), neste mesmo dia, uma hora

antes da injecdo da carragenina, € administrado por via intraperitoneal veiculo (NaCl
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0,9%), dexametasona, e Kalanchoe pinnata nas diferentes diluicdes, nos respectivos
grupos. No décimo dia, dezesseis horas depois da administracdo de carragenina na
bolsa de ar, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e entéo foi feito
uma fissura na regido anterior da bolsa para a retirada do exsudato, antes da
retirada do exsudato, € injetado dentro da bolsa de ar 1 mL de solucéo salina com
EDTA 0,1%. O exsudato celular foi separado por centrifugacdo e armazenado em
refrigeracdo de -80° C para posterior dosagens de nitrito. A avaliagcdo da efetividade
da técnica é determinada pelo volume de exsudato formado e pelo numero de
células recrutadas. Logo apds a abertura das bolsas, foi realizado a contagem total

de leucadcitos segundo Ribeiro et al. (2000).
2.1.7 MENSURAQAO DO VOLUME DO EXSUDATO FORMADO

O exsudato formado foi coletado da bolsa ar com uma pipeta Pasteur esterilizada,
imediatamente apos abertura da bolsa. O volume final foi mensurado pela diferenca
do volume total coletado menos 1 mL de solucdo salina com EDTA 0,1% adicionado

na bolsa.
2.1.8 CONTAGEM DE CELULAS

Apoés a coleta de exsudato uma aliquota de 20 pl foi retirada e adicionada a 180 pl
de solucéo salina com EDTA 0,1%, posteriormente foi retirado desta mistura 20 pl e
adicionado a 180 pl do corante de Turk, a partir de entdo foi retirado uma aliquota da
solucdo resultante para submissdo a contagem do numero total de células em

camara de Neubauer imediatamente ap0s abertura das bolsas de ar.
2.1.9 ENSAIO DE NITRITO

O ensaio do nitrito sera realizado pela adicdo de reagente de Griess no material a

ser analisado. Este reagente € preparado pela mistura de volume de solugcéo de
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naftil-etileno a 0,1% com a solucéo de sulfanilamida a 1 % em acido fosforico a 5%.
Um volume de 500 pL de amostra € misturada com o mesmo volume de reagente de
Griess. O resultado da reacdo é a coloracdo rosa purpura do meio. Este serd
posteriormente medido em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 540 nm.
As concentracdes de nitrito seréo determinadas pela compara¢cao com os resultados

obtidos pela curva padréo de diluicbes seriadas de nitrito de sodio.

2.1.10 MODELO DA GAIOLA METABOLICA PARA AVALIACAO DA
TOXICOLOGIA

Para avaliar as possiveis acdes téxicas de Kalanchoe pinnata testadas na
administragao i.p. em diferentes diluigbes nos animais, utiliza-se uma metodologia
onde as substancias-testes, em suas concentracdes testadas sdo administradas via
intraperitoneal a fim de avaliar a atividade hepatica e renal dos animais. Para isso,
0S animais passaram por um periodo de adaptacdo de 3 dias nas gaiolas
metabdlicas, e ocorreu a administracdo das diluicdes de Kalanchoe pinnata, os
animais foram colocados novamente nas gaiolas, para a coleta de urina acumulada

de 24 horas. Apo0s este periodo, os animais foram decapitados em guilhotina.

O sangue coletado foi centrifugado a 3.000 rpm durante 15 min. O plasma e a urina
foram armazenados a 4 °C. Posteriormente, as amostras foram submetidas a
dosagens bioquimicas, a partir da utlizacdo de kits de ensaio bioquimico
especificos, e analisados por espectrofotometria utilizando espectrofotémetro,
aparelho que mede a quantidade de luz obtida, a partir das coloracdes das reacoes,
em filtro de comprimento de onda especifico para cada substancia dosada, sendo a
cor formada na reacdo, diretamente proporcional a atividade enzimética da

substancia analisada.

O material foi utilizado para dosagem dos seguintes parametros bioquimicos:

proteinas totais e albumina, uréia e creatinina urinaria e plasmatica. Os animais
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foram divididos em grupos controle, onde receberam solucdo salina 0,9% e
experimentais onde foi administrado Kalanchoe pinnata nas diferentes diluicdes

testadas.
2.1.11 DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS E ALBUMINA

A dosagem de proteinas totais do soro ou plasma e a fracdo de albumina foram
avaliadas seguindo o principio no qual a albumina tem a propriedade de se ligar a
uma grande variedade de anions organicos e moléculas complexas de corantes
(LIMA, 1993; MOTTA, 2009). O sistema de medicéo se baseia no desvio do pico de
absorvibilidade maxima de um corante complexo (verde de bromo cresol) quando se
liga a albumina. A cor formada € medida colorimetricamente entre 600 e 640 nm,
sendo proporcional & quantidade de albumina na amostra até a concentracao até 6,0
g/dl (LIMA, 1993; MOTTA, 2009). O kit Utilizado para esta dosagem foi produzido
pelo laboratério LABTEST Diagnostica, catalogo 19.

2.1.12 DOSAGEM DE UREIA

Na dosagem de uréia, o método utilizado foi baseado em Lima (1993) e Motta (2009)
0S quais consistem na observacédo de intensificacdo da coloracdo formada na reacao
da uréia, em meio alcalino, frente adicdo de salicilato e hipoclorito de sédio e sob a
acado catalisadora do nitroprussiato de sodio. Foi utilizado o kit fabricado pelo

laboratorio LABTEST Diagnéstica, catalogo 27.
2.1.13 DOSAGEM DE CREATININA

O principio para dosagem de creatinina tanto plasmatica quanto urinéria foi
executado seguindo o principio no qual a creatinina e outros componentes do soro
tem como reacédo a solucédo de picrato em meio alcalino, tornando-se um complexo

de cor vermelha que € medido fotometricamente. A adicdo de um acidulante abaixa
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o pH para 5.0, promovendo a composicdo do picrato de creatinina, possuindo uma
permanéncia constante na cor decente desses cromogénios, que também sera
medida fotometricamente. A diferenca entre essas duas leituras fornece o valor da
creatinina verdadeira (LIMA, 1993; MOTTA, 2009).

O kit utilizado para esta dosagem foi produzido pela LABTEST Diagnostica, catalogo
44. Essas andlises dos niveis plasmaticos dos indicadores bioquimicos do
metabolismo dos principais 6rgdos depuradores do sangue (figado e rins) foram
realizadas através de kits ELISA comerciais. E seguirdo protocolos segundo Lima
(1993) e Motta (2009).

2.2 CARACTERIZACAO QUIMICA

2.2.1 EQUIPAMENTOS

.Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC);
.Evaporador rotativo — Modelo Quimis;

.Balanca analitica Sartorius;

.Estufa — Modelo QUIMIS.

Cromatografo com Fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM) - Shimadzu Model: QP-2010.

2.2.2 SOLVENTES

Utilizados para caracterizacdo quimica das amostras: metanol, hexano, dicloro
metano (SYNTH e QUIMEX);
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2.2.3 OBTENCOES DOS EXTRATOS

2.2.4 ABORDAGEM FITOQUIMIA

O extrato foi submetido a uma investigacdo dos constituintes quimicos por classe
metabdlica, ou seja, triagem fitoquimica preliminar no qual € utilizada para se
determinar quais metabdlitos secundarios estdo presentes na droga vegetal. E
bastante importante quando ndo se conhece o metabdlito ativo da espécie em
estudo. Os testes foram realizados seguindo-se a metodologia proposta por Costa
(2001).

2.2.4.1 SAPONINAS

Uma solucéo méae foi preparada com 420 mg de cada extrato seco e 84 mL de agua
destilada separadamente. A solubilizacdo do extrato ao solvente foi realizada em
ultrassom. ApGs este procedimento, foi realizada uma filtracdo simples. A 2 g da
droga vegetal, adicionou-se 10 mL de agua deionizada, fervendo-se por 5 minutos.
Filtrou-se a solucdo resultante para um tubo de ensaio, o qual foi agitado
vigorosamente por 15 segundos. A ocorréncia de espuma e sua permanéncia

durante 15 minutos foi considerada como resultado positivo.
2.2.4.2 FENOIS E TANINOS

Para verificacdo de presenca de fendis e taninos, primeiramente foram separados
em tubos de ensaios 5 mL da solucdo de cada extrato (solugdo-méae) obtido, em
seguida foram adicionados 1 mL de solucéo alcodlica de FeCls a 1% em cada tubo,
durante a mistura qualquer mudanca na coloracdo ou formacdo de precipitado é
indicativo de presenca de fendis e taninos. Todos os testes foram feitos em triplicata

para cada extrato com intuito minimizar um possivel erro.
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2.2.4.3 FLAVONOIDES

Para verificar a presenca de flavonoides, primeiramente foi preparada uma solucdo
mae cuja mistura consistia em 360 mg dos extratos secos e 72 mL de metanol. Em
seguida, o extrato foi filtrado e entdo se mediu 10 mL desta solu¢cdo em cada 3 tubos
de ensaios. Por conseguinte, adicionou-se 5 mL de HCI concentrado para cada tubo.
Por fim, acrescentou-se a mistura raspas de magnésio, 0 surgimento de uma

coloracéo rosea indicaria presenca de flavonoides na solucéo.
2.2.4.4 PURINAS

Em uma céapsula de porcelana, juntou-se 5 mg de extrato seco, 3 gotas de solucéo
de HCI na concentracdo 6N e 2 gotas de H202 concentrado. Evaporou-se em banho
maria. Adicionou-se 3 gotas de solucdo de NHsOH na concentracdo 6N. O

surgimento de coloragéo violeta indica reacao positiva.
2.2.4.5 GLICOSIDEOS CARDIOTONICOS

Para analise de glicosideos cardiotdnicos primeiramente se aqueceu, em banho-
maria, 5 g do extrato vegetal misturado com 50 mL de etanol 70%. A mistura
resultante foi filtrada realizando-se em seguida, sobre o filtrado, a adicdo de 30 mL
de &gua deionizada + 15 mL de solugdo de acetato de chumbo 10%, apds o
surgimento de um precipitado a mistura foi novamente filtrada. Sobre o filtrado
adicionou-se 10 mL de solucéo de fosfato acido de sédio 10% e apds agitacdo da
mistura, o material foi novamente filtrado. O material resultante foi transferido para
funil de separacéao e extraido com 15 mL de cloroférmio, tal processo foi repetido por
duas vezes, juntando-se as fases organicas a qual foi evaporada até metade do
volume. Sobre a solucdo resultante concentrada foram realizados as reacgfes de
Legal (onde a coloracéo vermelha indica resultado positivo), reacéo de Kedde (onde
o resultado positivo € expresso por coloragcéo vermelha a castanho fugaz), reacéo de
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Keller-Killiani (onde a formacdo de um anel castanho avermelhado € considerada
resultado positivo), reacdo de Liebermann-Burchard (cujo resultado positivo é
observado quando do surgimento de coloracdo castanha) e a reacdo de Pesez
(novamente a coloragéao vermelha indica resultado positivo).

2.2.5 PERFIL CROMATOGRAFICO E CARACTERIZACAO QUIMICA

O extrato metandlico e a acetato de etila das folhas de K. pinnata foram avaliados
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Agilent®, 1200 series) com
detector UV DAD. As analises foram realizadas em coluna de fase reversa C18 (25
cm x 4,6 cm x 5 ym); eluicdo em modo isocratico, fluxo de 0,6 mL/min, de fase movel
composta pela mistura de agua:acetonitrila (8:2) concentracdo das amostras de 1
mg/mL, volume de injecdo de 20 uL e temperatura da coluna de 25° C. A andlise de
cada amostra tiveram duracdo de 60 minutos, com pos time de 10 min entre as
amostras. Os cromatogramas foram obtidos nos comprimentos de onda de 288 e

386 nm e nos espectros UV foram obtidos por varredura no UV (190 a 400 nm).

Para obtencdo do perfil cromatogréfico e caracterizacdo quimica do extrato
metanodlico e fracdes, foram utilizadas como marcadores quimicos na CLAE as
seguintes substancias fendlicas padrdo (Sigma-Aldrich®): canferol, luteolina, e
apigenina 7-O-B-D- glicosideo. Para estas andlises dos padres foi utilizado as
mesmas condicbes cromatograficas, conseguindo obter os espectros por varredura
no UV (190 a 400 nm). Depois de obter os cromatogramas e espectros UV das
amostras e marcadores quimicos, apés o reconhecimento de substancias padrao
nas amostras, teve como base desenvolver uma analise e comparacao dos tempos

de retencéo dos apices nos cromatogramas e dos espectros UV.

A fracdo hexanica, por conter substancias apolares, foi submetida a analise por
Cromatografia com Fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM). As analises foram realizadas no Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e
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Sintéticos (USP — Ribeirdo Preto, Brasil) utilizando cromatégrafo a gas (CG)
equipado com uma coluna capilar de silica fundida (HP-5, espessura do filme: 30m x
0,25mm, 0,25 um), o periodo da corrida dura aproximadamente 60 min, tendo o gas
hélio como carreador com o fluxo de 10 mL/min; a temperatura inicial € de 300 °C
chegando no maximo a 350 °C. A deteccao foi realizada através de espectrémetro
de massa (EM), acoplado ao CG, com ionizacéo eletronica (IE) (70 eV e fonte de ion
de 250 °C).

2.3 TRATAMENTO ESTATISTICO (PESQUISA QUANTITATIVA)

Estatistica descritiva: Os resultados foram representados em colunas
correspondentes a média mais ou menos desvio padrdo da média (tDPM) em

graficos de relacdo dose-efeito;

Estatistica comparativa: Andlise de variancia de uma via ANOVA seguida de teste
Bonferroni para multiplas comparaces para confirmacdo ou negacdo da hipétese
das diferencas entre os grupos experimentais estabelecendo-se como limite de
confidéncia 95% para a desigualdade.

3. RESULTADOS E DISCURSAO

3.1 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO EXTRATO
AQUOSO

3.1.1 EFEITO DE KALANCHOE PINNATA SOBRE A MIGRACAO DE
CELULAS PARA O EXSUDATO INFLAMATORIO

Figura 1- Efeito do extrato aquoso de Kalanchoe pinnata (i.p) administrado 1h antes
da Carragenina (CG) 1% sobre os niveis de leucocitos no modelo de bolsa de ar
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induzida pela CG em ratos. Dados representados por média + EPM (n=3). *p<0,05;

**p<0,01.
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Fonte: Autor (2019)

Na figura 1 podemos observar uma diminuigdo no numero de leucacitos infiltrados
no exsudato em relagdo ao grupo controle, sendo que a diluicdo de Kp a 10%, foi

mais eficiente em provocar diminuicdo 75% comparado aos animais controles, e nas
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concentracbes de 0,1% e 1%, houve uma diminuicdo de aproximadamente 60%.
Com relacéo a poténcia dos efeitos anti-inflamatorios de Kp quando comparados a
dexametasona, a inibicdo no volume de exsudato nas diluicdes de 0.1% e 1% foi de
aproximadamente 65% para ambas do efeito da dexametasona, enquanto a dose de
Kp 10% foi mais eficiente, alcancando valores proximos a 80%. A administracéo dos
extratos de Kp nas diluicdes 0,1, 1 e 10 %, resultaram em diminuicdo de uma faixa
aproximada de 60 a 75% do numero de células infiltradas no exsudato sem

demonstrar um perfil dose-dependéncia.

No procedimento de inflamacdo, as células imunologicamente competentes séo
ativadas e agem em sentido de inutilizar ou eliminar esses microrganismos que Sao
invasores, remove substancias irritantes e proteinas antigenas, além de dar inicio a
restauracdo tecidual, e consiste no recrutamento de leucdcitos, extravasamento de
varias proteinas plasmaticas e na ativacdo dos leucdcitos e proteinas para

eliminarem o estimulo inflamatério (Abbas & Lichtman, 2005).
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3.1.2 EFEITO DE KALANCHOE PINNATA SOBRE O VOLUME DE
EXSUDATO INFLAMATORIO

Figura 2- Efeito do extrato aquoso de Kalanchoe pinnata (i.p) sobre os niveis de
exsudacao no modelo de bolsa de ar induzida pela CG em ratos. 0 — carragenina
(1%) somente. DX (dexametasona - 600 pg/Kg, i.p. + CG (1%). Dados
representados por média + EPM (n=3). *p<0,05;**p<0,01.
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Fonte: Autor (2019).

Conforme Figura 2, ocorreu uma reducao de 35% (Kp a 1%) e 55% (Kp a10%) do
volume de exsudato, formado em resposta a administragdo de carragenina, em
relacdo ao grupo controle. Quanto a poténcia dos efeitos anti-inflamatorios de Kp
comparados a dexametasona, as diluicbes de 0,1% e 1% da inibicdo na producéo do
volume de exsudato foram de 66% do efeito da dexametasona, enquanto a diluicdo
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da dose de Kp 10% foi mais eficiente alcancando valores proximos a 80% e

demonstrando um perfil dose-dependéncia.

Desta forma a formacdo do exsudato inflamatorio estd associada ao aumento da
permeabilidade vascular, as primeiras aminas vasoativas liberadas na reacéo
inflamatdria agudas induzidas sdo histamina e serotonina, dando permisséo saida
de liquido rico em proteinas e de células para o tecido intersticial (KUMAR, et al
2008). As primeiras células que migram através do endotélio para o local infectado
sdo neutrofilos (entre 4-12 h) e posteriormente mondcitos (entre 24-48 h). Os
monaocitos, ao serem ativados tornam-se macrofagos, que além de exercerem sua
acdo como células fagociticas, participam na ativacdo dos linfonodos e assim, na
proliferacdo de linfécitos T (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Os resultados demonstram que, assim como a dexametasona, o extrato aquoso das
folhas de K. pinnata reduziu o edema e migracdo de leucécitos, sendo eficaz na

supressédo do processo inflamatorio induzido por carragenina.
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3.1.3 EFEITO DE KALANCHOE PINNATA SOBRE A PRODUCAO DE
NITRITO NO EXSUDATO INFLAMATORIO

Figura 3- Efeito de Kalanchoe pinnata sobre a producdo de nitrito no exsudato
inflamatorio. Efeitos do extrato de Kalanchoe pinnata (i.p sobre a concentracédo de
nitrito no exsudato em bolsas de ar de ratos tratados com carragenina 1%). Dados

representados por média + EPM (n=3). *p<0,05;**p<0,01.
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Fonte: Autor (2019)

A figura 3 mostra que ocorreu uma acentuada inibicdo com relagdo aos niveis de
nitrito presentes no exsudato na ordem de 81%, 84% e 87%, apds os tratamentos de
Kp 0,1%, 1% e 10%, respectivamente. Tal inibicdo foi similar a provocada pela
dexametasona, sugerindo que Kp pode atuar na diminuicdo a resposta inflamatéria

via mecanismo dependente da inibicdo da producdo de oxido nitrico.
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Com relacdo aos niveis de nitrito presentes no exsudato, observou-se uma
acentuada inibicdo. Tal inibicdo foi comparavel a encontrada pela dexametasona,
sugerindo que Kp pode atuar na diminuicdo de inflamacdo via mecanismo

dependente da inibicdo da producéo de 6xido nitrico.

Conforme Mocada e colaboradores (1991) a ativacdo da enzima sintase de 6xido
nitrico induzida (NOSi) é resultado da producdo de nitrito no exsudato, esse
processo aumenta a producéo de 6xido nitrico (NO). Conforme a literatura diversos
tipos celulares sdo capazes de sintetizar NO (WRIGT et al., 1989; DI ROSA et al.,

2007), e esta substancia tem um importante papel como neurotransmissor.

No caso da inflamacdo aguda gerada no modelo, podemos dizer que a
administracdo extrato aquoso de Kp confirmou relatos de outros estudos para efeitos
anti-inflamatorios, e apontou que um mecanismo associado a inibicdo da producéo
de NO via nitrito (medida indireta), visto que na figura 5, houve uma diminuicdo de
nitrito em todas as diluicdes testadas. O oxido nitrico modula reacdes inflamatorias

agudas e cronicas e outros processos do sistema imunolégico.

O papel do 6xido nitrico na inflamacdo € um dos aspectos mais estudados na
fisiologia nos udltimos anos. Muitos estudos mostram um importante papel no NO
como agente anti-inflamatdrio, porém muitos outros demonstram uma participacao
dessa molécula, tendo-a como indutora de ativacdo de células inflamatérias e
dessas disfuncdes teciduais. Esse paradoxo aparentemente pode ser entendido
estudando a quimica fisiolégica do seu metabolismo e do NO determinado,
possibilitando, uma distincdo entre os efeitos deletérios e benéficos desse composto
(GRISHAM et al., 1999).

A interacdo direta do NO representam as duas principais formas de efeitos
bioldgicos deste composto nos sistemas como proteinas metélicas ou com radicais
organicos livres (WINK et al., 1997; PADMAJA, HUIE, 1993). Em constante, o0s
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efeitos indiretos sdo mediados por espécies oxidas de nitrogénio altamente reativas,
formadas pela reacdo do NO com O? e O%. Essas espécies estdo associadas com a
fisiopatologia de diversos modelos de inflamacéo (GRISHAM et al., 1998; NATHAN,
1997; WINK; MITCHELL, 1998) e as mais significantes sdo 6xido nitroso (N203) e
peroxinitrito (ONOO"), que induzem dois tipos de estresse quimico: oxidacdo e
nitrosacao (WINK; MITCHELL, 1998).

Como ja foi relatado, pequenas moléculas tém efeitos fascinantes desde o comeco
da vida, por meio do controle da circulacdo placentaria, além de efeitos letais
consideraveis, tal como o choque séptico. Além disso, sua atividade na imuno-
regulacao esta presente na inflamacao e nos mecanismos de autoimunidade (FILHO
e ZILBERSTEIN, 2000).

Em virtude dos resultados positivos no modelo de bolsa de ar e da complexidade
quimica dos derivados vegetais, ndo se pode afirmar que a acao anti-inflamatoria de
K. pinnata se dé por um Unico mecanismo de acdo. A atividade anti-inflamatéria de
K. pinnata pode ser atribuida a presenca de constituintes quimicos, como o
triterpeno a-amirina e os flavonoide canferol (COUTINHO; MUZITANO; COSTA,
2009; OTUKI et al., 2005).
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3.1.4 EFEITOS DE EXTRATO AQUOSO DE KALANCHOE PINNATA (KP)
SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS PLASMATICOS

Tabela 1- Efeito da Kalanchoe pinnata sobre os niveis plasmaticos de proteinas
totais, albumina, ureia e creatinina. Dados apresentados por média + EPM (n=5-4).
Valores de referéncia (1) Melo et al.,, (2012) - Centro de Bioterismo da FMUSP
(2008), referéncia (2) Dantas et al (2006).

Kalanchoe Pinnata
Parametros Grupos
Bioquimicos ) Valores de
plasmaticos Controle K.p0,1% Kp 1% Kp 10% Referénci
(0.0lmg/kg)  (0,Imgkg) (Img/kg) clerencia
Proteinas 74016 696029 7.3+0,7 5.7+052 52-104 (ref 1)
Totais (g/dl)
Uréia (mg/dl) 30+2,08 50332566  50,6+3,71 37.6 = 3,84 12,3- 51,0 (ref 2)
Creatinina 04=0 046=0,03 043+0,03 04=0 0.4 20,64 (ref 1)
(mg/dl)
Albumina 30,1 293+0,06  3,03:0,23 2,5 0,05 28a6,1 (ref1)
{mg/dl)

Fonte: Autor (2019).

Na tabela 1 ndo observamos diferencas nos niveis de proteinas totais presentes no
plasma, pois o0 grupo controle apresentou niveis de 7,4 + 0,16 g/dL, os grupos
tratados com extrato aquoso de Kp nas diluicdes de 0,1% (0,01 mg/kg), 1% (0,1
mg/kg) e 10% (1 mg/kg) apresentaram niveis de 7,3 + 0,7g/dL; 6,96 £ 0,29 g/dL e 5,7

*+ 0,52 respectivamente.

Quanto aos niveis de albumina plasmatica no grupo controle quantificamos 3 + 0,1
mg/dL e nos grupos tratados 2,93 = 0,06 mg/dL (0,1%), 3,03 £0,23 mg/dL (1%) e 2,5

7z

+0,05 mg/dL (10%). Por sua vez, a uréia é o principal produto formado no
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catabolismo de proteinas e aminoacidos, embora, 0 grupo controle tenha
apresentado niveis de uréia de 30 + 2,08 g/dL e os grupos tratados apresentado
niveis de 50,33+5,66 g/dL (0,1%), 50,66 * 3,71 g/dL (1%) e 37,66 + 3,84 g/dL (10%),
esses valores estao dentro da variacdo esperada, segundo outros autores. Os niveis
de creatinina ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos, sendo que o
grupo controle apresentou niveis de 0,4 £ 0 mg/dL e os grupos tratados com Kp 0,46
+ 0,03 mg/dL (0,1%), 0,43+0,03 mg/dL (1%) e 0,4 £ 0 03 mg/dL (10%). Caso
houvesse uma elevacdo da creatinina plasméatica seria traduzida como possivel
insuficiéncia renal aguda, que é referida na literatura como decorrente de diminui¢ao

do fluxo sanguineo renal, que leva a uma disfuncéo renal.

3.1.5 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO EXTRATO METANOLICO
DE KP

A atividade anti-inflamatéria de produtos naturais tem sido relacionada com a
substancias fendlicas, especialmente aos flavonoides, assim como aos agentes
antioxidantes que, por meio de outros mecanismos, acabam por inibir 0s processos
inflamatorios. Sob essa perspectiva, a hipotese da atividade anti-inflamatoria do
extrato metanolico, rico em substancias flavonoidicas, em modelo de inflamacéo

também foi testada.

A injecdo de carragenina nos grupos de animais tratados induziu uma inflamacéo
aguda, caracterizada pela formacédo de um exsudato e migracéo de leucécitos para
a cavidade intraescapular. Desta forma, a coadministracdo a administragdo com
extrato metandlico na dose de 400 mg/Kg dos extratos nas duas vias de
administragcdo via oral (v.0) e intraperitoneal (i.p.) reduziu significativamente o
volume do exsudato inflamatério (p<0,01) (figura 4) e a migracao celular, porém néo
houve diferencas significativa na migracéo dos leucocitos comparado com 0 grupo

padrdo dexametasona (p>0,05). Da mesma forma, os animais tratados com o anti-
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inflamatério dexametasona (5 mg/kg™) reduziu o exsudato (p<0,001) e também néo

modificou a migracéo celular comparados a dexametasona (Figura 5).

Figura 4-. Efeito da Kalanchoe pinnata sobre o acumulo de exsudato induzido pela
injecdo de carragenina (Cg) em ratos wistar, machos (180-220 g) em duas vias de
administracdo. Cada ponto representa o volume médio de exsudato + EPM * p<

0,001 e # p< 0,01, comparando com o grupo controle.

25 -
|
2
|
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g *
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%%k T
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Fonte: Autor (2019)
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Figura 5- Contagem global de leucdcitos no exsudato inflamatério de ratos, 16 horas
apos a injecao de carragenina. Houve diferencas significativas em comparacdo ao
controle (Carragenina + solucdo salina), obtido por meio da ANOVA, teste de Tukey,
p> 0,05.

150+
3
- 1004 ==
7))
L) — deek *okk
E I = =
@ 50-
O
0 ] 1 | 1

Cg Kpip Kpor Dx
Fonte: Autor (2019).

Portanto, o efeito anti-inflamatério da espécie foi confirmado pelo modelo de bolsa
de ar que demonstrou que as espécies Kalanchoe pinnata na dose 400 mg/Kg
causaram a inibicdo da resposta inflamatéria aguda verificada por meio da
diminuicao significativa do volume do exsudato comparada com o grupo controle
além de demonstrou significativo efeito sobre a migracdo dos leucécitos na
administragdo oral dos extratos. Verificou-se também que a atividade anti-
inflamatoria da espécie estudada se assemelha com a dexametasona, visto que nao

existe uma diferenca estatistica entre elas (p<0,05).
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O inicio da reacado inflamatdria envolve diferentes mecanismos. A resposta do
desenvolvimento inflamatorio induzido pela carragenina é definida na sua fase inicial
por (0-1 hora) exercendo a liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina. Com
iIsso a fase posterior de (1-6 horas) com a elevacéo da producdo de prostaglandinas
esta correlacionada, ativacdo da COX-2 e mais recentemente a liberacdo de NO
(6xido nitrico), na resposta inflamatodria. As drogas antiinflamatdrias ndo esteroidais
como a dexametasona age em receptores nucleares, estimula a expressédo de
proteinas anti-inflamatérias, como a lipocortina que inibe a PLA2 e,
consequentemente, a producdo de PGs. Além disso, inibe a sintese de COX,
potencializando o efeito. Constituintes do extrato metandlico, principalmente os
flavonoidicos, exercem mecanismo de acdo parecido com a dexametasona
(COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). (LIMA, 1999; CRUNKHORN; MEACOCK,
1971; NIEMEGEERS; VERBRUGGEN; JANSSEN, 1964).

3.2 ANALISES FITOQUIMICAS

3.2.1 TRIAGEM FITOQUIMICA DAS PRINCIPAIS CLASSES DE
METABOLITOS SECUNDARIOSTRIAGEM FITOQUIMICA DAS
PRINCIPAIS CLASSES DE METABOLITOS SECUNDARIOS

A identificacdo de classes de metabdlitos secundarios e também de principios ativos
de determinada amostra vegetal podem ser obtidos pelo processo de prospecc¢ao
fitoquimica. Geralmente varias substancias sao produzidas por uma planta
dependendo de diversos fatores externos como clima, solo, hébitat, etc. Porém, em
diversas plantas existem substancias que sao bastante comuns para certo vegetal,
com isso podemos classifica-lo dependendo dos parametros e substancias

encontrada na planta.

Os resultados de presenca para fendis, taninos, saponinas, flavonoides e

glicosideos realizados no trabalho com as folhas pulverizadas Kalanchoe pinnata
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foram positivos. Tais resultados revelaram estes grupos quimicos de substancias
como possiveis reveladores de matéria-prima para caracterizacdo da Kalanchoe

pinnata, tais resultado sdo observados na tabela 2.

Tabela 2- Triagem fitoquimica das folhas de Kalanchoe pinnata.

Metabolitos Secunddrios Kalanchoe pinnata
Saponinas Positivo (+)
Fenois e Taninos Positivo (+)
Flavonoides Positivo (+)
Purinas Negativo (-)
Glicosideos cardiotonicos Positivo (+)

Fonte: Autor (2019).

A ocorréncia de glicosideos cardiotdnicos ja havia sido descrita por Smith (2004),
bem como a ocorréncia de flavonoides por Muzitano et al. (2006a) e Muzitano et al.
(2011). As saponinas, presentes em K. pinnata, possuem carater anfifilico e formam
complexos com proteinas, conferindo a elas a capacidade de precipitar e coagular
as células sanguineas vermelhas, auxiliando a cessar o sangramento. Taninos
condensados e taninos hidrolisaveis também podem formar complexos com
proteinas, que podem potencializar a cura de feridas, queimaduras e mucosas
inflamadas, formam uma protecao sobre o local e permitem que o processo de cura
proceda naturalmente (OKWU; JOSIAH, 2006; SANTOS; MELLO, 2003; SCHENKEL
et al., 2003; SIMOES; SPITZER, 2003).
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3.2.2 PERFIL CROMATOGRAFICO E CARACTERIZACAO QUIMICA

Conforme as figuras 6 a 9 os cromatogramas das fracdes obtidas a partir dos
extratos brutos das folhas K. pinnata demonstraram que a fracdo metandlica e
acetato de etila apresentaram a presenca de dois picos majoritarios, no tempo de
retencdo proximo de 20 minutos, e a partir desses aspectos visuais foi feito o
fracionamento em coluna cromatografica do extrato acetato de etila e extrato MeOH-

1 além da utilizacao de padrbes em CLAE para identificacdo de substancias.

Para maior precisdo da identificacdo de possiveis substancias os extratos foram
analisados e comparados em cumprimento de ondas de 288 nm e 386 nm (figura 6
A).

Na figura 6 sdo mostrados os cromatogramas da fracdo em acetato de etila das
folhas de K. pinnata em 288 nm e 386 nm. O pico 1 (Figura 6 A), com tempo de
retencado (tr)16,09 min (em 386 nm), produziu espectros de ultravioleta com bandas

caracteristicas do flavonoide canferol (Figura 7 B).

Apoés analise dos padrdes para confirmacéo, nas mesmas condicdes, considerando
o0 tempo de retencdo e as caracteristicas das bandas dos espectros de UV da
substancia padrdo canferol (tr 15,54 min em 386 nm) (Figura 7 B) foi possivel

identifica-la na fracdo em acetato de etila.
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CONH

Figura 6- Perfis cromatograficos do extrato acetato das folhas de K. pinnata por

CLAE UV obtidos em diferentes comprimentos de ondas.

Sample Name  EXTRATO ACETATO_ADRIELE Instrument amaZon SL
Comment
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Posive Atemating lon Polarity  on
Mass Mode  Enhanced Resoluion Scan 100 miz Scan End 1200 m/z A
Time  2525ps RF m% Trap Drive 524
SPS Target Mass 600 miz Averages 3 Specira na nia
Intens. |
[maU)

Sample Name  EXTRATO ACETATO_ADRIELE Instrument amaZon SL
Comment
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI on Polarity Posilive Anemating lon Polarity  on
Mass Mode  Enhanced Resoluion  Scan 100 miz Scan End 1200 mvz B
Tme 2825ps RF m% Trap Drive 524
SPS Targel Mass 600 miz Averages 3 Specira na na
intens 3 -
ey 2
3003
200 E E g
1007 ;_ 3 5
e S e e =
0 10 20 0 4 50 60 70 Time [min]

Cromatogramas obtidos em 288 (A) ¢ 386 nm (B)
Fonte: O autor (2019).
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Figura 7- Espectros de UV do pico 1 e 2 do cromatograma do extrato acetato e do
padrao quimico Canferol.

# Wavelength Intensity

(3] 221 551 A

Cmpd 4, 16.9 min

intens.. < UV, “6.8-17 1min #20z-4279)
[mAU]-
100+

1 217

801 N

60

i

204 248
o\/\ .........

200 300 400 500 VJ aveiergth [nm]
ST, 15053 (55 3 mAlL - ) Ref=14 070 & 17 066 of 003-0001 0
AU § B

m-
70
]
00 -
]
-
50
o
20 4
2

L | L T 1 1

20 Py 20 77 x0 3 0 s

Pico 1 (A). Canferol (B)

Fonte: Autor (2019)

Cromatogramas da fracdo metandlica das folhas de K. pinnata obtidos em 288 (A) e
386 (B) nm sdao mostrados na Figura 8. O espectro de ultravioleta obtido a partir do

pico 1, com tr 17,00 min (em 386 nm), apresentou bandas correspondentes ao
flavonoide canferol (Figura 9 B.)
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Para comprovar a presenca dos flavonoides detectados com base no perfil
cromatografico, tempo de retencdo e espectro de ultravioleta, padrdes foram

aplicados e analisados.

Apos avaliacdo, o canferol apresentou perfil cromatografico com tr 16,9 min (em 386
nm), muito semelhante ao detectado na fracdo acetato de etila sendo o tempo de

retencdo para ambos bastante proximos. (Figura 6).

Conforme Coutinho e colaboradores (2009) a presenca de flavondis (canferol)
podem exercer efeito anti-inflamatério por meio de inibicdo da PLA2, COX, LOX e

INOS, fortalece essa hipétesemecanistica.

Figura 8- Perfis cromatograficos do extrato metandlico das folhas de K. pinnata por

CLAE UV obtidos em diferentes comprimentos de ondas.

Sample Name  EXTRATO BRUTO_ADRIELE Instrument amaZon SL
Comment
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarty  on
MassRange Mode  Enhanced Resolion  Scan Begin 100 miz Sean End 1200 miz
Accumuation Time 2233 s RF Level m% Trap Drive 524
SPS Target Mass 600 miz Averages 3 Specira na na
Intens.
o | 4]
80
60
40
20 7
12 o |
04
0 10 2 X 40 50 60 70 Time min]

s 2%
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Cromatogramas obtidos em 288 (A) ¢ 386 nm (B)

Fonte: O autor (2019).
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Figura 9- Espectros de UV do pico 1 e 2 do cromatograma do extrato metandlico e
do padréo quimico Canferol.
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Fonte: Autor (2019)

RC: 85294

Disponivel em: https://www.nucleodoconhecimento.com.br/quimica/anti-inflamatoria



https://www.nucleodoconhecimento.com.br/
https://www.nucleodoconhecimento.com.br/quimica/anti-inflamatoria
https://www.nucleodoconhecimento.com.br

A e MULTIDISCIPLINARY SCIENTIFIC JOURNAL
! ;
! ]
\ /
\. .

CONHECIMENTO ISSN: 2448-0959 https://www.nucleodoconhecimento.com.br

REVISTA CIENTIFICA MULTIDISCIPLINAR NUCLEO DO

Na Figura 10 é mostrado o perfil cromatografico da fracdo hexanica das folhas de K.
pinnata obtido por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CGEM). Os picos majoritarios foram observados nos tempos de retencao
de 28,31 e 32 minutos.

Figura 10- Perfil cromatogréfico da fragdo hexanica das folhas de K. pinnata obtido
por CG-EM.
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Fonte: Autor (2019)

Os constituintes quimicos com maior abundancia encontrados na fracdo hexanica
foram o acido hexadecanoico (palmitato de etila - 38,58%), éster de etila do acido 9,
12 octadecadiendico (linoleato de etila - 1,50%), éster de etila do &cido 9,12,15-
octadecandico (acido oleico - 17,70%) e 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol
(Phytol 5,71%) (tabela 3). Os componentes identificados totalizaram 86,59%,
enquanto os naos identificados foram 13,41%. Os espectros de massas da a-amirina
e B-amirina (banco de dados) e do pico nos quais elas foram identificadas na fracéo
hexanica estdo representados na Figura 11 e 12 e as férmulas estruturais da a-

amirina e 3-amirina sdo apresentadas na Figura 13.
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Tabela 3- Constituintes quimicos da fracdo hexanica obtidos das folhas de K.

pinnata por CG-EM.

Constituintes Quimicos

Acido hexadecanoico
Acido tetradecandico
Neofitadieno

Acido pentadecandico
2-Metil-tricosane
Ester de etila do é&cido 9, 12-
octadecadiendico

Ester de etila do acido octadecanoico
Octadecanal

Pentacosane

Acido Eicosanoico

Vitamina E

Tetracosano

Acido araquidico

8-Heptadeceno

Ester de etila do acido hexadecandico
4,8,12,16-Tetrametilheptadecano
Beta-amira

Alfa- Amirina

Octecanal

Ester octadecil do acido Hexadecanoico
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol

Acido triacontanéico

RC: 85294

Tempo de retencdo Concentracao

(min) (%)
28,642 10,46
24,352 0,95
25,856 0,49
26,392 0,29
30,990 0,40
31,645 1,5
32,276 12,70
47,743 1,53
48,338 2,22
35,555 0,84
46,556 5,88
45,901 0,57
38,736 0,84
31,731 1,42
49,148 1,06
35,352 0,24
49,433 5,87
49,984 31,93
50,111 2,84
51,550 0,56
31,217 5,71
48,804 0,35
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Sitosterol 48,956 1,94
Acido Acetiltributilcitrato 33,879 0,32
Acido Benzeno-1,3-dicarboxilico 41,317 0,43
Acido Benzeno-1,2-dicarboxilico 38,427 0,72
Acido icosanoico 30,307 0,75
Phytone 26,000 0,61

Fonte: Autor (2017)
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Figura 11- Espectros de massas da 3-amirina do banco de dados (A) e do pico no

gual ela foi identifica na amostra (B)
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Figura 12- Espectros de massas da a-amirina do banco de dados (A) e do pico no
qual ela foi identifica na amostra (B).
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Figura 13- Formulas estruturais da a-amirina e B-amirina.

(A) (B) 20

---nll'g

29
-~
.::r\
-

HO

% o—amirina

p—amirina
Fonte: Autor (2019).

Conforme a analise em CG-EM da fracdo hexanica, observa-se a identificacdo de
alguns metabdlitos tais como ésteres graxos e a- tocoferol (vitamina E), ambos
citados na literatura como substancias com potencial antioxidante. Ainda é também
possivel observar a presenca do triterpeno pentaciclico a-amirina, esta substancia,
conforme a literatura, também apresenta potencial antioxidante e anti-inflamatorio
(DEWICK, 2009; DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011; DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011;
FERNANDES, 2011; SILVA, 2007).

Conforme relatado por Otuki e colaboradores (2005), a a-amirina demonstrou
atividade anti-inflamatdria quando avaliada em modelos de inflamagé&o, diminuindo a
formacao de edema, o influxo de neutrdéfilos e a expressao de IL-1B. Ainda Medeiros
et al. (2004) demonstraram que a diminuicdo dos niveis de prostaglandina E2
(PGE2), através do bloqueio da expresséo da ciclooxigenase-2 (COX-2), via inibi¢cao
das proteinas quinases e bloqueio da ativacdo do NF-kB, parecem representar os

principais mecanismos envolvidos nas ac¢des anti-inflamatérias topicas da a-amirina.
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Além do mais, Gokbulut et al. (2013), Garcia-Mediavilla et al. (2007) e Majaz et al.
(2011) relataram e justificaram a atividade antioxidante e anti-inflamatéria em K.
pinnata, associado ao efeito anti-inflamatorio por inibicdo das vias do TNF-a-NO e
COX-II-PGEZ2.

Estudos comprovam que flavonoide identificado no extrato metandlico e acetato de
K. pinnata, bem como a a-amirina, possam contribuir para a agdo anti-inflamatoria
pela inibicdo da via do AA (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; GARCIA-
MEDIAVILLA et al., 2007).

4. CONCLUSAO

O ensaio experimental de inducdo de inflamag&o via carragenina em bolsa de ar
indicou que tanto o extrato aquoso como 0 extrato metandlico bruto das folhas de
Kalanchoe pinnata contém propriedades anti-inflamatérias, sendo que a
administrac@o por via oral do extrato metandlico foi mais eficiente para inibir ambos
os parametros de volume de exsudato e migracao leucocitaria. A inibicdo nitrigérica
sugere possivel inibicdo da producdo de 6xido nitrico (NO). O flavonoide bioativo
canferol foi identificado nos extratos metandlico e acetato por CLAE-UV e outra
classe de a-amirina e a-amirina com picos identificados na fracdo hexanica por CG-
EM. Os resultados evidenciam que a espécie tem o potencial alvo para o
desenvolvimento de formulacbes fitoterdpicas, resultando assim novas

possibilidades terapéuticas para a populacao.
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