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RESUMO

Kalanchoe pinnata (Lam.) Persson (Crassulaceae), conhecida como “folha-da-fortuna”, temu
sido largamente utilizada na medicina tradicional, principalmente para o tratamento de
inflamacGes, infeccdes, feridas, ulceracdes e gastrite. O objetivo do presente estudo foi
identificar e quantificar constituintes bioativos, bem como avaliar as atividades antioxidante,
antibacteriana e anti-inflamatoria tépica das folhas de K. pinnata. O material vegetal seco e
pulverizado foi submetido a maceracdo com metanol seguida de obtencdo, por particdo, das
fragdes hexanica, diclorometanica, e acetato de etila. Constituintes do extrato metanolico e das
fraces foram identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
ultravioleta e cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. Uma
metodologia qualitativa e especifica foi utilizada para a detec¢do de cada grupo quimico. O
efeito anti-inflamatdrio foi avaliado pelo modelo de bolsa de ar induzido por carragenina,
conforme Vinegar et al. (1973). No estudo fitoquimico identificou-se a presenga de taninos,
flavonoides e glicosideos cardiotonicos. Na bolsa de ar foi verificado que na dose de 400 mg/kg
promoveu uma reducdo significativa do volume do exsudato inflamatorio comparada com o
controle. No entanto, ndo conseguiu inibir a migracdo leucocitaria. O grupo tratado com
dexametasona apenas reduziu o volume de exsudato. Desta forma, os resultados indicam que a
planta Kalanchoe pinnata podem ser uma fonte de novos compostos quimicos com atividades
anti-inflamatorios.

Palavras-chave: Kalanchoe pinnata. Flavonoides. Estudo Fitoquimico. Atividade Anti-
inflamatoria.



ABSTRACT

Kalanchoe pinnata (Lam.) Persson (Crassulaceae), known as "leaf of fortune™, has been widely
used in traditional medicine, mainly for the treatment of inflammations, infections, wounds,
ulcerations and gastritis. The objective of the present study was to identify and quantify
bioactive constituents, as well as to evaluate the antioxidant, antibacterial and topical anti-
inflammatory activities of the K. pinnata leaves. The dried and pulverized vegetable material
was subjected to maceration with methanol followed by partitioning of hexane dichloromethane
fractions into ethyl acetate. Constituents of the methanolic extract and fractions were identified
by high performance liquid chromatography coupled to ultraviolet detector and gas
chromatography coupled to mass spectrometry in addition to chromatographic column. A
qualitative and specific methodology was used for the detection of each chemical group. The
anti-inflammatory effect was evaluated by carrageenan-induced air bag model, according to
Vinegar et al. (1973). In the phytochemical study the presence of tannins, flavonoids and
cardiotonic glycosides was identified. In the air pocket it was verified that at the dose of 400
mg / kg promoted a significant reduction in the volume of the inflammatory exudate compared
to the control. However, it failed to inhibit leukocyte migration. The dexamethasone treated
group only reduced the volume of exudate. In this way, the results indicate that the plant
Kalanchoe pinnata can be a source of new chemical compounds with anti-inflammatory
activities.

Key words: Kalanchoe pinnata. Flavonoids. Phytochemical study. Anti-inflammatory activity.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e na cura
de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana (MUTHU et al., 2006). Por volta do
terceiro milénio a.C. Hipdcrates (cerca de 460-377 a. C), um dos autores da Antiguidade que
descreveu produtos naturais medicinais originarios de plantas e animais, listou de cerca de 400
diferentes espécies de plantas usadas para fins medicinais. Os produtos naturais faziam parte
dos antigos sistemas de medicina tradicional, por exemplo, chinesa, aiurvedica e egipcia
(SARKER, 2016).

Ainda hoje, as plantas medicinais sdo amplamente utilizadas em diversos paises,
alguns desses conhecidos como industrializados, tais como: Canadd, Franca, Alemanha e Itélia.
Estima-se que entre 70% a 90% da populacdo desses paises, utiliza as plantas medicinais com
o titulo de “complementar”, “alternativo” ou “ndo convencional” (ROBINSON & ZANGHE,
2011).

No Brasil ndo é diferente, nas regibes 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 populares sobre o uso e a eficécia de
plantas medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas
dos vegetais pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo 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,
botéanica, 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 farmacé6foros
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 areas 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.



O uso das plantas medicinais no tratamento de doencas, baseado no conhecimento
popular acumulado com o passar do tempo e transmitida de geracdo para geracao, constitui a
Medicina Tradicional (MUTHUIRULAPPAN; RAJENDREN, 2013). De acordo com
Organizagdo 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 atencédo primaria a satde
(BRASIL, 2006¢; SOUSA et al., 2008). Este ramo do conhecimento deu origem a Fitoterapia
que € definida como a pratica do uso de plantas ou suas partes com finalidade terapéutica
(FELTROW:; AVILA, 2000).

Para iniciar um estudo sobre plantas medicinais, os pesquisadores podem considerar
as seguintes abordagens: etnobotanica e/ou quimiossistematica e/ou ao acaso
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). Normalmente, a abordagem etnobotanica que visa,
principalmente, avaliar e caracterizar os aspectos quimicos e farmacoldgicos das plantas tem
sido utilizada para fundamentar os usos tradicionais. Por exemplo, Okwu e Nnamdi (2011),
partindo do uso popular de Kalanchoe pinnata (Crassulaceae) no tratamento de infeccGes em
feridas, isolaram dois flavonoides do extrato etanolico das folhas com atividade antimicrobiana,
evidenciando o uso popular da espécie e abrindo perspectivas para obtencao de novos farmacos
e medicamentos. Ainda Afzal e colaboradores (2012) isolaram cinco substancias das folhas de
B. pinnatum, sendo o derivado esteroidal estigmast-4,20(21),23-trien-3-ona inédito. Essa
substancia (300 mg/kg) e o extrato aquoso (400 mg/kg) demonstraram atividade anti-
inflamat6ria em modelo de inflamacdo aguda de edema de pata induzido por carragenina. A
atividade anti-inflamatoria de K. pinnata pode ser atribuida a presenca deste derivado esteroidal
e de outros constituintes quimicos, como o triterpeno a-amirina e os flavonoides quercetina,
canferol, rutina e luteolina (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; OTUKI et al., 2005).

O uso terapéutico de Kalanchoe pinnata (Lam ). Pers (Crassulaceae) tem sido
frequentemente citado em varios estudos etnofarmacologicos tanto no Brasil como em outras
partes do mundo (especialmente india, Africa e China) (KAMBOJ; SALUJA, 2009; MAJAZ
etal., 2011), além de estar incluida na relacdo nacional de plantas com interesse ao SUS e dessa
forma podera contribuir com a concretizagdo dessa politica no pais.

Apesar dos diversos estudos ja citados e feitos sobre o potencial farmacoldgico da
K. pinnata ainda é possivel a selecdo e descoberta de novos farmacos com potencial de atividade
anti-inflamatorio.

Diante disso, esse trabalho demonstra buscar o significativo potencial desta planta

em atividades farmacoldgicas, possibilitando assim a selecdo de farmacos/plantas com



potencial atividade anti-inflamatéria para o modelo de bolsa ar (SEDGWICK e
WILLOUGHBY, 1985). Sendo assim, este estudo visou contribuir para o encontro de uma
nova terapéutica mais efetiva e segura para o tratamento de inflamacdes, atraves da investigacdo
da espécie vegetal K. pinnata. Para isso, foram avaliadas a atividade anti-inflamatorias (modelo
de bolsa de ar) bem como a identificacdo de compostos sugerindo uma possivel relacdo destes

com a referida atividade farmacologica.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Kalanchoe pinnata

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 sindnimos 0s 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, € conhecida popularmente na regido norte como:
coirama, coirama branca, diabinho e em outras regibes do pais como: Erva-da-costa, folha-da-
costa, folha-da-fortuna, folha-grossa, e orelha-de-monge (MAJAZ et al., 2011). O cha da folha
¢ popularmente utilizado para o tratamento de doencas inflamatorias, Ulceras gastricas,
queimaduras, diarreia, vémito, picadas de insetos, dores no corpo e como agente antifngico e
antibacteriano (ALMEIDA et al., 2000; KAMBOJ;SALUJA, 2009; OKWU; JOSIAH, 2006).
E uma planta herbacea, perene, glabra, que pode chegar de 1 a 1,5 metros de altura
principalmente na época da floracdo. Possui folhas opostas, pecioladas, simples, crenadas e
muito carnudas (OKWU; NNAMDI, 2011b). Apresenta caule avermelhado com manchas
brancas quando jovem e levemente colorido quando mais velho; folhas glabras, verde escuras,
carnosas e suculentas, dispostas de forma oposta cruzada, ovaladas ou elipticas, com 8-12 cm
de comprimento e 6-8 cm de largura, crenadas ou serradas. Possui inflorescéncias cimosas
purpuras avermelhadas, com robustos ramos opostos, pedicelos delgados que partem de um
mesmo pedunculo ramificado (BISWAS et al., 2011; MAJAZ etal., 2011; SOUZA; LORENZI,
2005).

Reproduz-se de forma sexuada por sementes ou vegetativamente atraves de
primordios celulares dormentes nas bordas do limbo foliar que tém a capacidade de gerar
plantulas.

Tem a propriedade de multiplicarem-se pelos angulos das crenas e nervuras, mesmo
se a folha estiver dilacerada, presa a uma parede, a uma arvore, ou ao um sitio qualquer
sombreado. As folhas sdo peitorais, emolientes e refrescantes topicamente (BRAGA, 1951). A
Kalanchoe pinnata apresenta propagacdo vegetativa (pelas folhas), sendo também de facil
propagacao em qualquer solo (SOARES et al., 2009).



2.1.1 Composicao quimica

Nas analises fitoquimicas realizadas foram identificadas diversas classes e
substancias os quais ja foram isoladas em diferentes extratos e fracGes que apresentaram
potenciais farmacologicos (AFZAL et al., 2012; CHOI et al.,, 2012; HAM et al., 2012
MEDEIROS et al., 2007; TATSIMO et al., 2012; OKWU; NNAMDI, 2009, 2011; OTUKI et
al., 2005). Algumas estdo listadas na tabela 1. Com relacdo as folhas de K. pinnata ja foi
relatada a presenca majoritéria de flavonoides (livres e glicosilados), saponinas e alcaloides,
sendo os flavonoides a principal classe quimica do género Bryophyllum (CRUZ et al., 2011,
OKWU; JOSIAH, 2006). Muzitano e colaboradores (2011) avaliaram a influéncia das
condicdes de cultivo, estacdo do ano e método de extracdo sobre a concentracao de flavonoides
encontrada em extratos aquosos de K. pinnata e demonstraram que o contetdo flavonoidico é
potencializado quando a planta é mantida sobre maior exposicéo a luz solar e coletada nos

periodos do ano em que ha maior incidéncia de radiacdo solar (verdo e primavera).

Tabela 1-Diversas classes e substancias os quais ja foram isoladas.
Classe Quimica/ Estrutura Autores
Acidos Organicos PURCHER, 1942;
MARRIAGE; WILSON,
1971

OKWU; JOSIAH, 2006;
BISWAS et al.,
2011

Alcaloides
(1 - Etenoamina 7 — hex — 1 —ino — 5 - ona fenantreno)

Acidos graxos ALMEIDA et al., 2000



Bufadienolideos

(Bufadienolideo-1, 3, 5-ortoacetato)
Esteroides

(Stigmast-4, 20 (21), 23-trieno-3-ona )
Flavonoides

OH

HO O OH

OH

OH O

(QUERCETINA)
Gomas, Carboidratos e
Mucilagens

Saponinas

KAMBOJ; SALUJA,
2009; SUPRATMAN et
al., 2001; YAMAGISHI
et al., 1989

KAMBOJ; SALUJA,
2010; BISWAS et al.,
2011; AFZAL et al.,
2012

GAIND; GUPTA, 1971;
MUZITANO et al.,
2006a;b;c

BISWAS et al., 2011;
KAMBOJ; SALUJA,
2010; MORTON, 1990

OKWU; JOSIAH, 2006;
BISWAS et al.,
2011



Taninos CHATURVEDI; JOSHI,
DUBEY, 2012;
OKWU; JOSIAH, 2006;
Terpenos SIDDIQUI et al., 1989;
KAMBOJ; SALUJA,
2010
Fonte: Autor (2017)

2.1.2 Flavonoides

Os flavonoides constituem o maior, mais diversificado e importante grupo de
polifendis, com mais de 5.000 substancias identificadas. Na natureza, essas substancias sao
geralmente encontradas na forma de heterosideos ligadas a moléculas de aclUcar ou, menos
frequente, na forma livre ou aglicona (IBRAHIM, 2001b; SOTO-VACA et al., 2012,
ZUANAZZI; MONTANHA, 2003; SIMOES et al., 2007). Possuem estrutura molecular bésica
de 15 carbonos (C15), representada na Figura 4A e B, do tipo fenilbenzopirano (C6-C3-C6),
que consiste em dois anéis aromaticos A e B (C6), ambos de natureza fendlica, e um anel
heterociclico C (C3) contendo um oxigénio como heteroatomo (IBRAHIM, 2001b; TSAO,
2010).

Figura 1- Estruturas bésicas dos flavonoides e suas subclasses.

Flavonoide Isoflavonoide Meoflavonoide Chalcona

Fonte: (Dornas et al., 2007)

Os flavonoides representam uma classe de substancias relevante para o género
Kalanchoe, assim como para a espécie K. pinnata, ja que varios compostos flavonoidicos foram
isolados (COSTA et al. 2008; MUZITANO et al., 2006a). Os flavonoides isolados e
identificados para a espécie K. pinnata estdo descritos na Tabela 2.



Estes metabdlitos secundarios estdo distribuidos no reino vegetal. Sdo largamente
consumidos pelos humanos em sua dieta (GONZALEZ et al., 2011;MOTA et al., 2009;
SIMOES et al., 2007; PROENCA DA CUNHA, 2005). S&o caracterizados por possuirem a
estrutura 2-fenil-benzopirona (BENAVENTEGARCIA et al., 1997). Estio presentes em todas
as partes das plantas, desde as raizes até as flores e frutos. Possuem atividade antioxidante
(BENAVENTEGARCIA et al., 1997; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996), atividade
leishmanicida (MUZITANO et al., 2006b;c; 2008), atividade anti-inflamatoria (GONZALEZ
et al., 2011), atividade antitlcera (KWAK et al., 2012), atuam na prevencdo de doencas
cardiovasculares (VAN DAM; NAIDOO; LANDBERG, 2013) entre outras.

Tabela 2- Flavonoides isolados e identificados para a espécie K. pinnata.

Flavonoides isolados Referéncias
Quercetina GOKBULUT et al., 2013
GARCIA-MEDIAVILLA et al.,
OH 2007
MUZITANO et al., 2006
HO O OH
OH
OH O
Canferol GARCIA-MEDIAVILLA et al.,
2007
OH GOKBULUT et al., 2013
MUZITANO et al., 2006
HO O H
OH
OH O
Luteolina MAJAZ et al., 2011
GOKBULUT et al., 2013
BALAMURUGAN:

KARTHIKEYAN, 2012

OH O

Rutina MAJAZ et al., 2011




GOKBULUT et al., 2013
OH LEE et al., 2013

O-Cile-Rha
OH O

a-Rhamnoisorobina TATSIMO et al., 2012

OKWU; NNAMDI, 2011b

4", 3, 5, 7-tetrahidroxi 5-metil 5"-propenamina | OKWU; NNAMDI, 2011b
antocianidina

Fonte: Autor (2017)

2.2 Principais investigacdes Farmacologicas.

Nesta secdo serdo reportadas as principais atividades farmacologicas e in vitro

encontradas na literatura.



Estudos farmacoldgicos relacionados a K. pinnata tém confirmado as atividades
anti-inflamatoria (AFZAL et al., 2012; GUPTA; LOHANI; ARORA, 2010; OJEWOLE, 2005);
antioxidante (BISWAS et al., 2011); antimicrobiana (AKINPELU et al., 2000; AKINSULIRE
et al., 2007; OKWU; NNAMDI, 2011); cicatrizante (NAYAK; MARSHALL; ISITOR, 2010);
antinociceptiva (IGWE; AKUNYILI, 2005; NGUELEFACK et al., 2006; OJEWOLE, 2005);
antidiabética (OJEWOLE, 2005); imunossupressora e antialérgica (CRUZ et al., 2008; CRUZ
etal., 2012) e atividade leishmanicida (MUZITANO et al., 2006, 2011). Além disso, atividades
anticancerigena, neuroldgica (sedativa e relaxante muscular), hipoglicemiante e hipolipidémica
tém sido citadas na literatura (MAHATTA et al., 2012; OGBONNIA; ODIMEGWU,;
ENWURU, 2008; SALAHDEEN; YEMIATAN, 2006; YEMIATAN; SALAHDEEN, 2005).

Atividade Antitlcera: Poucos e incompletos estudos utilizando Kalanchoe sp e K.
pinnata foram realizados para a verificacdo da atividade antitlcera. A administracéo do extrato
etandlico das folhas de Kalanchoe ssp resultou em uma reducéo nas lesbes gastricas induzidas
por indometacina (PEREZ; CORREA; BORGES, 1999). Adesanwo et al. (2007) também
verificaram que o extrato metanolico de K. pinnata exerceu uma acao gastroprotetora, quando
a mucosa gastrica foi exposta a0 mesmo agente lesivo, citado acima. Em outro estudo, a
administracdo da fragcdo metandlica, por via intraperitoneal, das folhas de K. pinnata inibiu o
desenvolvimento de Ulcera gastrica aguda em ratos induzida por diversos modelos
experimentais, tais como: acido acetilsalicilico, indometacina, serotonina, reserpina, estresse,
etanol 50%. No referido trabalho também foi observada significante reducdo das lesGes
gastricas ocasionadas por aspirina na ligadura do piloro em ratos, reducédo de Ulceras duodenais
induzidas por histamina em cobaias e uma significante cicatrizacdo em lesdes gastricas crénicas
induzidas por &cido acético em ratos (PAL; CHAUDHURI,1991).

Atividade Antioxidante: K. pinnata tem sido alvo de estudo da atividade
antioxidante in vitro (GUPTA; BANERJEE, 2011; HARLALKA,; PATIL; PATIL, 2007; JAIN
et al., 2010). Gupta e Banerjee (2011) aperfeicoaram o processo de extracdo de substancias
fenolicas e avaliaram a atividade antioxidante pelos métodos do DPPH (2,2-Difenil-1-
picrilhidrazila), FRAP (poder antioxidante de reducdo do ferro) e ABTS (2,2"-Azinobis-3-
etilbenzotiazole-6-sulfonato), demonstrando uma significante correlagdo com os teores de
fendis totais. Em outro estudo, Tatsimo et al. (2012) avaliaram a atividade antioxidante do
extrato metanolico, fracdo acetato de etila e fragdo hexanica da planta inteira K. pinnata. Esta
atividade também foi verificada em 6 compostos isolados da fragio acetato de etila. Acido
ascorbico foi utilizado como substancia referéncia. De acordo com o estudo o extrato

metandlico apresentou melhor atividade em comparagdo com fragdo acetato de etila, 0s autores



sugerem que sao os flavonoides responsaveis pela atividade antioxidante do extrato metandlico
e que o fracionamento deste ndo aumentou tal atividade nas fragdes.

Atividade Antimicrobiana e Citotdxica: Quanto a atividade anti-microbiana
Akinsulire e outros (2007) investigaram as folhas de K. pinnata, utilizando como solvente &gua,
metanol e bebidas alcoolicas e o sumo das folhas foi obtido por processo mecanico. Os extratos
foram ativos contra bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebisiella pneumoniae, Shigella flexneri, Salmonela paratyphi e Citrobacter spp) e Gram-
positivas (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis). Akinpelu (2000)
comprovou a atividade antimicrobiana utilizando o extrato metandlico 60% das folhas que
inibiu o crescimento de Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Shigella
dysenteriae e Staphylococcus aureus na concentracao de 25mg/mL.

Okwu e Nnamdi (2011) isolaram e identificaram um alcaldide fenantrénico
(etanamino-7-Hex-1-in-5-ona fenantreno) do extrato etandlico das folhas de K.pinnata. Este
composto bioativo promoveu a inibicdo de Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans e Aspergillus niger. Os autores
concluiram que este composto possui atividade contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas bem como agéo contra fungos.

Quanto a citotoxicidade, foram realizados alguns estudos (BISWAS et al., 2011; El
ABDELLAOUI et al., 2010; GREER et al., 2010). El Abdellaoui et al. (2010) verificaram que
uma das fragdes do extrato metanolico, além de ser eficaz contra os micro-organismos também
apresentou baixa atividade citotoxica. Greer et al. (2010) observaram que o extrato acetdnico
de raizes de K. pinnata apresentou citotoxidade pouco expressiva em células Vero C1008, além
de também apresentar atividade antiviral, contra o virus da herpes HSV1 e HSV2.

Atividade Cicatrizante: A atividade cicatrizante do extrato etandlico de folhas de
K. pinnata foi avaliada em modelo animal atraves de incisdo no dorso. Animais tratados durante
11 dias com o extrato, na dose de 100 mg/kg via topica, apresentaram inibicdo da lesdo em
86.33%, comparando ao grupo controle negativo, 6leo de petréleo (69.36%) e com o grupo
tratado com a substancia-padrdao, muciprocina (85.49%). Analises histoldgicas exibiram uma
significante cicatrizacdo. Os autores ressaltam também que mais investigacdes devem ser
realizadas em relacdo aos bufadienolideos, uma classe de metabdlitos encontrada em espécie
de K. pinnata, para a verificacdo de uma possivel relacdo com a atividade bioldgica observada
(NAYAK; MARSALL; ISITOR, 2010).

Outras Atividades: Varios trabalhos foram realizados para a demonstracdo de
atividade leishmanicida (Da Silva et al., 1995, Muzitano et al,. 2006b; c; 2008). Da Silva et al.



(1995) avaliaram o efeito do extrato aquoso de folhas de K. pinnata em camundongos
infectados com Leishmania amazonensis. No tratamento por via oral com o extrato, houve a
diminuicdo do crescimento das lesGes acompanhada pela diminuicdo dos nimeros de parasitas
viaveis.

Também foi relatada a atividade antitumoral de K. pinnata. Supratman et al. (2000)
isolaram trés compostos da classe dos bufadienolideos de folhas frescas de K. pinnata e foram
identificados como briofilina A, briofilina C e bersaldegenina-3-acetato. Em estudo posterior,
0s compostos ensaiados apresentaram atividade inibitoria. Os autores sugerem que estes
bufadienolideos possuem um alto potencial para a quimioprevencdo contra o cancer
(SUPRATMAN et al., 2001).

Atividade Anti-inflamatéria: Varios trabalhos confirmaram o potencial anti-
inflamatorio de Kalanchoe pinnata, foi descrito por Gupta; Lohandi; Arora (2010) que
avaliaram diferentes extratos (aquoso, em éter de petréleo, cloroférmico, em acetona e
metanolico) das folhas e fracdes enriquecidas de alcaloides e flavonoides, através do modelo
de inflamacdo por edema de pata induzido por formaldeido, e demonstraram um significante
efeito do extrato metanolico. Ojewole em 2005 testou 0 extrato aquoso e 0 mesmo também
reduziu significativamente o edema de pata induzido por aloumina com efeito dependente da
dose e do tempo.

Em um trabalho Afzal et al. (2012) verificaram que o extrato aquoso das folhas de
K. pinnata, na dose de 400 mg/kg, via oral, e 0 composto estigmast-4,20 (21), 23-trien-3-ona,
isolado do extrato aquoso, na dose de 300 mg/kg, reduziram inflamacdo induzida por
carragenina em ratos Wistar. Além do mais, foi observado que este composto esteroidal, na
dose de 300 mg/kg administrado por via intraperitoneal, possui significante atividade
analgésica quando comparado com a farmaco padrdo (diclofenaco) e o extrato aquoso. Dessa
maneira, 0s autores sugerem que ambas as atividades verificadas para o extrato aquoso estao
relacionadas principalmente com a presenca deste composto esteroidal.

Em outro estudo, a administracdo da fracdo metandlica, por via intraperitoneal, das
folhas de K. pinnata inibiu o desenvolvimento de Ulcera gastrica aguda em ratos induzida por
diversos modelos experimentais, tais como: acido acetilsalicilico, indometacina, serotonina,
reserpina, estresse, etanol 50%. crénicas (PAL; CHAUDHURI,1991).



2.3 Processo Inflamatorio e modelos de inflamagéo.

O processo inflamatdrio é um evento complexo que envolve o reconhecimento do
agente/estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e tentativa de reconstruir o tecido
danificado (NATHAN, 2002). O reconhecimento desencadeia a ativacéo e a amplificacdo do
sistema imune resultando na ativacdo de células e na liberacdo de diversos mediadores
responsaveis pela resposta inflamatoria. Neste sentido, a inflamagdo é um termo usado para
descrever uma série de respostas de tecidos vascularizados, que podemos definir como um
conjunto de manifestagdes hemodinamicas, interagdes celulares e atividade de fatores solUveis,
que constituem uma resposta protetora imediata do sistema imune a algum tipo de agressao ao
organismo (trauma mecanico, radiacdo, calor, frio), quimicos (substancias irritantes, alcalis e
outros) ou bioldgicos, provocada por microorganismos tais como fungos, bactérias, virus ou
protozoarios. (LARSEN; HENSON, 1983). Cada tipo de estimulo ativa um padréo
caracteristico de resposta por parte do sistema imune, dependendo dos componentes de
reconhecimento e mediadores produzindo células imunologicamente competentes que séo
acionadas e agem no sentido de inativar ou destruir microrganismos invasores, remover
substancias irritantes e proteinas antigenas, além de iniciar a reparacéo tecidual (ALI et al.,
1997; SILVA; CARVALHO, 2004).

O processo inflamatério como um todo, passa por trés fases distintas: Fase
transitoria aguda (vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade vascular): é a de curta
duracgéo, ocorrendo nas primeiras horas ou dias e caracteriza-se pela nao especificidade e grande
quantidade de exsudacédo do fluido e de proteinas do plasma para o intersticio com o objetivo
de eliminar os tecidos mortos, proteger contra infeccdo local e permitir o0 acesso do sistema
imune & area danificada. (MAJNO, 1961; BUTCHIER, 1991; STEVENS & LOWE, 1998);
Fase subaguda ocorre infiltracdo dos leucdcitos e células fagocitarias este evento celular é
denominado de quimiotaxia. Os fatores quimiotaticos sdo gerados tanto na corrente sanguinea
guanto no sitio da lesdo. Assim, o sistema complemento e as cininas sdo considerados
importantes fatores quimiotaticos de origem plasmatica (FRANGOGIANNIS et al,2002). A
mobilizacdo adequada dos leucdcitos circulantes é fundamental para a defesa do organismo,
devido a sua capacidade fagocitica e de destruicdo do agente nocivo; Fase proliferativa crénica
(degeneracéo tecidual e fibrose): persistindo o agente lesivo, inicia-se a fase cronica, que é de
longa duracéo e esta, na maioria das vezes, associada com a presenca de células (linfécitos,
macrofagos, dentre outras), angiogénese, fibrose e necrose de tecidos (DRAY, 1995, SILVA,

CARVALHO, 2004). Os sinais cardinais da inflamac&o — calor, rubor, dor e edema — sdo



consequéncia dos efeitos mediados sobre a circulacdo sanguinea no local, permeabilidade
vascular, infiltracdo de leucocitos e liberacdo de agentes indutores de dor. A perda de funcéo
do tecido vascularizado afetado pela inflamagdo também é considerada um sinal cardinal
adicional, porém como isso ir4 ocorrer depende muito do tipo de tecido em questdo e do
processo inflamatdrio em si (ALl et al., 1997; LARSEN; HENSON, 1983).

A resposta edematogénica ocorre principalmente devido a liberacdo inicial de
substancias como a histamina, a serotonina e a bradicinina que terdo como acdo principal a
inducdo de aumento da permeabilidade vascular, permitindo o extravasamento de
macromoléculas proteicas do plasma para o intersticio, embora também possam causar
dilatacdo arteriolar. Este extravasamento plasmatico se faz acompanhar, oncoticamente, pela
saida de agua. A atividade edematogénica destes mediadores pode ser potencializada pela agdo
concomitante de prostaglandinas vasodilatadoras, como PGE2 e a PGI2 (WILLIAMS;
KUPPER, 1996). Desta forma, os DAINES, que diminuem a producdo de prostaglandinas
através da inibicdo enzimatica das ciclooxigenases (COX’s), retiram a potenciacdo exercida
pelo efeito vasodilatador destes mediadores lipidicos e reduzem o edema inflamatério (SMITH
et al.,2000; MORRIS, 2004)

O o6xido nitrico (NO) é formado a partir do oxigénio molecular e da L-arginina
através de uma reacdo catalisada pelas enzimas 6xido nitrico sintase (NOS) (MONCADA et
al., 1991). Diversos tipos celulares sdo capazes de sintetizar NO, entre os quais as células
endoteliais (WRIGT et al., 1989), macrofagos (DI ROSA et al.,, 1990), sinovidcitos
(MCLNNES et al., 1996) e condrécitos (STADLER et al., 1992). O 6xido nitrico € um
importante neurotransmissor com capacidade potencializadora, atuando na memoria € no
aprendizado, podendo também ter acBes endocrinas, autdcrinas e paracrinas. A sua acao na
imuno-regulacéo esta presente na inflamag&o e nos mecanismos de autoimunidade. Assim, o
alto nivel de 6xido nitrico produzido por macréfagos ou por neutrofilos ou outras células
ativadas, que deveria ser toxico para microbios, parasitas ou células tumorais, pode também
lesar células saudaveis vizinhas, sendo este mecanismo responsavel pela maioria de processos
inflamatorios e autoimunes (FLORA et al, 2000). Esta pequena molécula tem efeitos
fascinantes desde a manutencéo inicial da vida, atraves do controle da circulagédo placentaria,
como também efeitos letais consideraveis, por exemplo, no choque séptico. Além disso, sua
atividade na imunoregulacao esta presente na inflamacao e nos mecanismos de autoimunidade
(FILHO & ZILBERSTEIN, 2000). O papel do ¢xido nitrico na inflamagdo é um dos aspectos
mais estudados na fisiologia nos ultimos anos. Alguns estudos mostram um importante papel

no NO como agente anti-inflamatorio, entretanto muitos outros demonstram a participacdo



dessa molécula como indutora de disfungdes teciduais e da ativacdo de células inflamatorias.
Esse aparente paradoxo pode ser entendido estudando-se a quimica fisiologica do NO e seu
metabolismo, determinando assim, uma distin¢do entre os efeitos deletérios e benéficos desse
composto (GRISHAM et al., 1999).

A interacdo direta do NO com proteinas metalicas ou com radicais organicos livres
representam as duas principais formas de efeitos bioldgicos deste composto nos sistemas
bioldgicos (WINK et al., 1997; PADMAJA & HUIE, 1993). Em constante, os 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 s&o trioxido de dinitrogénio (N203) e anion nitrato (ONOO"), que induzem dois
tipos de estresse quimico: oxidagdo e nitrosacdo (WINK & MITCHELL, 1998).

O conhecimento dos mecanismos envolvidos nos processos inflamatdrios
promoveu o desenvolvimento de terapias anti-inflamatdrias e diversos agentes terapéuticos
estdo disponiveis para o tratamento (SKINNER, 2005). Os farmacos anti-inflamatérios 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).

Os modelos de inflamacdo 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). No
entanto, algumas técnicas apresentam limitacdes: dificuldades de manipulacdo durante a
inducdo da inflamacdo e de quantificacdo dos parametros inflamatérios (edema, nimero e tipo
de células envolvidas, extravasamento de proteinas, mediadores envolvidos). Dentre os agentes
flogisticos que podem ser utilizados destaca-se a carragenina, obtido de algas marinhas. Este
agente produz uma resposta inflamatéria aguda no modelo da pleurisia em camundongos.
Quatro horas apds a administracdo da carragenina ocorre aumento da exsudacdo bem como de
leucdcitos do tipo polimorfonucleares (SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985). Ja 0 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 (CLARK,1975). Neste modelo, a partir do lavado da
bolsa de ar, é viavel a avaliacdo do extravasamento de liquido, a migracdo de células bem como
a mensuragdo de enzimas como a ciclooxigenase e outros mediadores como oxido nitrico,
prostaglandinas e leucotrienos, induzidos por diversos agentes flogisticos (DAWSON et al.,
1991; MARTIN et al., 1994; POSADAS et al., 2000).



As técnicas da pleurisia e do modelo da bolsa de ar possuem vantagens em relacao
aoutras técnicas ja citadas anteriormente, 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, exsudacao, mediadores inflamatdrios (citocinas, 6xido nitrico, entre outros), além
da participacdo de enzimas como mieloperoxidase e adenosina-deaminase, sem a necessidade
de recorrer a procedimentos complicados de extracdo e quantificacdo. Uma outra vantagem dos

modelos citados é a sua facil execucdo, pois diferentes agentes flogisticos podem ser estudados.

2.4 Politica Nacional de Plantas medicinais e Fitoterapicos

No Brasil, a partir de 1980, foram criados diversos instrumentos normativos como
resolucdes e portarias, que tratam a respeito da fitoterapia como interesse popular e
institucional. Em 2006 foram lancadas duas politicas nacionais, Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no SUS, que vém
fortalecendo a geracdo de conhecimento acerca dos fitoterapicos.

O Ministério da Saude, no cumprimento de suas atribuicGes de coordenagdo do
Sistema Unico de Sadde (SUS) e de estabelecimento de politicas para garantir a integralidade
na atencdo a saude, lancou a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no SUS que busca atender a necessidade de se conhecer, apoiar, incorporar e
implementar experiéncias que j& vém sendo desenvolvidas na rede publica de muitos
municipios e estados, entre as quais destaca-se a Fitoterapia. Dentre as diretrizes do PNPIC
para o segmento de “Plantas Medicinais e Fitoterapicos” esta a Diretriz PMF1 - Elaboracéo da
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e da Relacdo Nacional de Fitoterapicos (RENISUS).
Essa relacdo de plantas medicinais foi elaborada e consta de 71 espécies com as quais 0 SUS
tem focado seu atendimento e as diretrizes do PNPIC (BRASIL, 2006b).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos tem por objetivo geral-
“garantir a populacdo brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos”, além de “promover o uso sustentivel da biodiversidade, o desenvolvimento da
cadeia produtiva e da industria nacional”, as Ciéncias Farmacéuticas (CF) podem contribuir
fortemente para esse objetivo geral atendendo ao primeiro objetivo especifico do mesmo
documento: “ampliar as op¢des terapéuticas aos usuérios, com garantia de acesso a plantas
medicinais, fitoterapicos em servicos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e
qualidade, na perspectiva da integralidade da atencdo a satde, considerando o conhecimento

tradicional sobre plantas medicinais”.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Relacionar os efeitos anti-inflamatorios, em modelo de bolsa de ar, da Kalanchoe
pinnata com substancias identificadas em extrato metandlico, bem como a ocorréncia de

alguma propriedade toxémica.

3.2 Objetivos especificos

e Estudar a inibicdo do 6xido nitrico como mecanismos associado ao extrato aquoso de
Kalanchoe pinnata;

e Estudar efeitos anti-inflamatorios da Kalanchoe pinnata identificadas em extrato
metanolico em modelo de bolsa de ar (v.o e i.p);

e Relacionar os efeitos anti-inflamatérios da Kalanchoe pinnata com substancias
identificadas em fragdes de extrato metandlico;

o Verificar possivel propriedade toxémica do extrato de Kalanchoe pinnata por testes

bioguimicos de funcdo renal ou hepética do extrato aquoso.



4. MATERIAL E METODOS:

4.1. Avaliacao de atividade anti-inflamatdéria em modelo de Bolsa de ar.

4.1.1. 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 ragdo e 4gua ad libitum a temperatura ambiente (22-25 °C).
Os protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica na Experimentacio Animal
(CEUA) desta instituicdo (protocolo n° 105/2012).

4.1.2 Farmacos

e Dexametasona - um glicocorticoide com agao anti-inflamatoria;

e Carragenina (agente flogistico que induziu a inflamag¢&o) um polissacarideo sulfatado
extraido da alga Chondros crispus;

e Cetamina;

e Xilazina.

4.1.3. 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
radiacdo solar, devido ao verdo amazonico, o0 que pode potencializar o teor de substancias
presentes na planta (MUZITANO et al., 2011). Para preparo do extrato, coletou-se folhas de K.
pinnata que foram submetidas a secagem em estufa com ventilacao, a uma temperatura de 40°C
até completa secagem. Apds secagem, o material foi rasurado para realizacdo posterior de

extracao dos constituintes.

4.1.3 Obtenc0es 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 vidro de capacidade



para 1000 ml em banho-maria a 90°C por um periodo de 15 minutos foi adicionado a Kalanchoe
pinnata. Esta temperatura garantiu a ebulicdo do solvente utilizado, dando origem as diferentes
dilui¢bes. Esta mistura foi mantida em repouso durante o resfriamento ao abrigo da luz. Ap6s
isso, procedeu-se a filtragem dos extratos e foram utilizados logo em seguida em testes anti-
inflamatorios.

Para a obtencdo dos extratos foram utilizados 3,05 kg do material vegetal seco
distribuidos uniformemente em 8 frascos de Erlenmeyer de 1000 mL (375 g de material a cada
frasco). Em seguida, adicionou-se 500 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 obtengédo
do extrato MeOH-1 (15,4 g).

4.1.5. Avaliacdo da Atividade Anti-Inflamatoria

A atividade anti-inflamatoria do extrato metanolico e extrato aquoso das folhas de
K. pinnata foi avaliada pelo modelo inflamatdrio de bolsa de ar em ratos. Os farmacos utilizados
foram: Dexametasona - um glicocorticoide com acédo 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 solucéo 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
o0 extrato metandlico nas diferentes concentracdes de 200 mg/kg e 400 mg/kg e extrato aquoso
nas diferentes dilui¢fes (Kp 0,1, 1 ou 10 %) i.p.

Apbs inducdo do processo inflamatorio e tratamentos, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Antes da inducdo do processo inflamatorio, os animais

foram anestesiados por via intraperitoneal (IP) com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg).



4.1.6. 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 “confec¢do” da bolsa de ar. A bolsa de ar foi feita, a partir da injegao
subcutanea de 20 ml de ar estéril na regido intraescapular dos ratos (Edward et al., 1981; Tao
etal., 1999). No terceiro e no sexto dia ap6s 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 inflamacéo), neste
mesmo dia, uma hora antes da injecdo da carragenina, é administrado por via intraperitoneal
veiculo (NaCl 0,9%), dexametasona, e Kalanchoe pinnata nas diferentes diluicbes, 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 entdo foi feito uma
fissura na regido anterior da bolsa para a retirada do exsudato, antes da retirada do exsudato, é
injetado dentro da bolsa de ar 1 ml de solucdo 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 avaliagdo da efetividade da técnica é determinada pelo volume de exsudato formado
e pelo nimero de células recrutadas. Logo ap0s a abertura das bolsas, foi realizado a contagem

total de leucdcitos segundo Ribeiro et al., 2000.
4.1.7. Mensuracao do volume do exsudato formado

O exsudato formado foi coletado da bolsa ar com uma pipeta Pasteur esterilizada,
imediatamente ap6s abertura da bolsa. O volume final foi mensurado pela diferenca do volume

total coletado menos 1 ml de solucédo salina com EDTA 0,1% adicionado na bolsa.

4.1.8 Contagem de células

Apos a coleta de exsudato uma aliquota de 20 pl foi retirada e adicionada a 180 pl
de solucéo salinacom EDTA 0,1%, posteriormente foi retirado desta mistura 20 ul e adicionado
a 180 ul do corante de Turk, a partir de entdo foi retirado uma aliquota da solucéo resultante
para submisséo a contagem do nimero total de celulas em camara de Neubauer imediatamente

apos abertura das bolsas de ar.



4.1.9. Ensaio de Nitrito

O ensaio do nitrito serd realizado pela adi¢do de reagente de Griess no material a
ser analisado. Este reagente € preparado pela mistura de volume de solucédo de naftil-etileno a
0,1% com a solucdo de sulfanilamida a 1 % em é&cido fosforico a 5%. Um volume de 500 pL
de amostra é misturada com 0 mesmo volume de reagente de Griess. O resultado da reacao é a
coloragdo rosa purpura do meio. Este sera posteriormente medido em espectrofotébmetro com
comprimento de onda de 540 nm. As concentracGes de nitrito serdo determinadas pela
comparacdo com os resultados obtidos pela curva padrdo de diluicdes seriadas de nitrito de

sédio.

4.1.10. Modelo da gaiola metabdlica para avaliacdo da toxicologia

Para avaliar as possiveis ac¢les toxicas de Kalanchoe pinnata testadas na
administracdo i.p. em diferentes diluicdes nos animais, utiliza-se uma metodologia onde as
substancias-testes, em suas concentracdes testadas sao 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. Apds 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 bioguimicas, a partir da utilizacdo de kits de ensaio bioquimico
especificos, e analisados por espectrofotometria utilizando espectrofotbmetro, aparelho que
mede a quantidade de luz obtida, a partir das coloracdes das reac6es, em filtro de comprimento
de onda especifico para cada substancia dosada, sendo a cor formada na reagdo, diretamente
proporcional a atividade enzimatica da substancia analisada. O material foi utilizado para
dosagem dos seguintes parametros bioquimicos: proteinas totais e albumina, uréia e creatinina
urinéria e plasmética. Os animais foram divididos em grupos controle, onde receberam solucéo
salina 0,9% e experimentais onde foi administrado Kalanchoe pinnata nas diferentes dilui¢des

testadas.



Figura 2- Desenho esquematico do protocolo da gaiola metabdlica.

Administragédo de Kalanchoe pinnata

3 dias adaptagio Coleta de urina, morte dos
animais e posterior coleta de
sangue.

Fonte: Leonia Oliveira (2015).

Figura 3-. Gaiola metabdlica

Fonte: Leonia Oliveira (2015)

i. Métodos para dosagens bioquimicas

4.1.12 Dosagem de proteinas Totais e Albumina

A dosagem de proteinas totais do soro ou plasma e a fragdo 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, 1999).
O sistema de medicdo se baseia no desvio do pico de absorvibilidade méxima de um corante
complexo (verde de bromo cresol) quando se liga a albumina. A cor formada é medida

colorimetricamente entre 600 e 640 nm, sendo proporcional a quantidade de albumina na



amostra até a concentracao até 6,0 g/dl (Lima, 1993; Motta, 1999). O kit Utilizado para esta
dosagem foi produzido pelo laboratério LABTEST Diagndstica, catalogo 19.

4.1.13 Dosagem de ureia

Para dosagem de uréia, o0 método utilizado baseia-se no principio onde a uréia €
hidrolisada pela uréase a ions amonio e CO». Os ions reagem em pH alcalino com salicilato e
hipoclorito de sodio, sob a ac¢do catalisadora do nitroprussiato de sédio para formar azul de
indofenol. A intensidade da cor formada é proporcional a quantidade de uréia na amostra (Lima,
1993; Motta 1999). Foi utilizado o kit fabricado pelo laboratério LABTEST Diagndstica,

catalogo 27.

4.1.14 Dosagem de creatinina

O principio para dosagem de creatinina tanto plasmatica quanto urinaria foi
executado seguindo o principio no qual a creatinina e outros componentes do soro reagem com
a solucdo de picrato em meio alcalino, formando um complexo de cor vermelha que é medido
fotometricamente. A adicdo de um acidulante abaixa o pH para 5.0, promovendo a composi¢do
do picrato de creatinina, permanecendo inalterada a cor derivada dos cromogénios, que também
é medida fotometricamente. A diferenca entre as duas leituras fornece o valor da creatinina
verdadeira (Lima, 1993; Motta, 1999). O kit utilizado para esta dosagem foi produzido pela
LABTEST Diagnostica, catalogo 44.

Essas analises 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 (1999).

4.2 Caracterizacdo quimica
4.2.1. Equipamentos

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC);
e Evaporador rotativo — Modelo Quimis;
e Capela de fluxo laminar- Modelo PA 320 PACHANE;



e Balanca analitica Sartorius;
e Estufa— Modelo QUIMIS.

e Cromatografo com Fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

4.2.2 Solventes

e Utilizados no isolamento e purificacdo de amostras: metanol, hexano, dicloro metano
(SYNTH e QUIMEX);

e Utilizados na obtencao dos espectros de RMN 1H e 13C: CDCI3, CD30D e DMSO-
d6, (SYNTH e QUIMEX).

4.2.3 Obtences dos extratos.

Para a obtencdo dos extratos foram utilizados 3,05 kg do material vegetal seco
distribuidos uniformemente em 8 frascos de Erlenmeyer de 1000 mL (375 g de material a cada
frasco). Em seguida, adicionou-se 500 ml de metanol e o material vegetal foi incubado em
modo estatico sem presenca de luz por 10 dias. Posteriormente, a amostra foi submetida a
filtracdo simples, utilizando gaze como filtros, e ap6s isso o filtrado foi concentrado em
evaporador rotativo para a obtencdo do extrato MeOH-1 (15,4 g). Ao residuo resultante da
filtracdo foram adicionados para processo de extracao os solventes hexano (1x), acetato de etila
(1x) e metanol (2x), os quais apds eliminacdo do solvente em evaporador rotativo originaram
respectivamente os extratos denominados Hex (7,6 g), Diclorometano (4,0 g), AcOEt-1 (8,2 g),

e MeOH-2 (3,0 g), representados no fluxograma da figura abaixo.



Figura 4- Fluxograma da obtencdo dos extratos do material vegetal da planta Kalanchoe pinnata.
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Fonte: Autor (2017)

4.2.4 Abordagem Fitoquimia

O extrato foi submetido a uma investigacdo dos constituintes quimicos por classe
metabolica, ou seja, triagem fitoquimica preliminar no qual é utilizada para se determinar quais
metabolitos secundarios estfo presentes na droga vegetal. E bastante importante quando no se
conhece o metabolito ativo da espécie em estudo.

Os testes foram realizados seguindo-se a metodologia proposta por Costa (2001).



4.2.4.1 Saponinas

Uma solucdo mae foi preparada com 420 mg de cada extrato seco e 84 mL de agua
destilada separadamente. A solubilizagéo do extrato ao solvente foi realizada em ultrassom.
Apdbs este procedimento, foi realizada uma filtracdo simples. A 2,00g da droga vegetal,
adicionou-se 10,00mL de agua deionizada, fervendo-se por 5 minutos. Filtrou-se a solugédo
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.

4.2.4.2 Fenbis e Taninos

Em trés tubos de ensaio adicionou-se 5 mL de solugdo-mée e posteriormente 2 gotas
de solucdo alcoolica de FeCls a 1%. Qualquer mudanga na coloragdo ou formacgdo de
precipitado € indicativo de reacdo positiva, quando comparado com o teste em branco (dgua +
Sol. de FeCls).

4.2.4.3 Flavonoides

Uma solucdo mae foi preparada com 360 mg dos extratos secos e 72 mL de metanol.
Utilizou-se um bastdo de vidro para solubilizar o extrato ao solvente. Por conseguinte, foi
realizada uma filtragem simples. Mediu-se 10 mL de solucdo mae e colocou-se em trés tubos
de ensaio. Adicionaram-se 5 gotas de HCI concentrado, em cada um dos tubos.

Acrescentaram-se raspas de magnésio em cada tubo. O surgimento de uma

coloragdo rosea na solugdo indica reagéo positiva.
4.2.4.4 Purinas
Em uma capsula de porcelana, juntou-se 5 mg de extrato seco, 3 gotas de solucéo

de HCI 6N e 2 gotas de H20- concentrado. Evaporou-se em banho maria. Adicionou-se 3 gotas

de solugéo de NH4OH 6N. O surgimento de coloragéo violeta indica reagéo positiva.



4.2.4.5 Glicosideos cardiotonicos

Agqueceu-se 5,009 da droga vegetal em banho-maria juntamente com 50,00mL de
etanol 70%. A solucdo resultante foi filtrada, realizando-se em seguida uma reacdo de
precipitacdo para a retirada de possiveis interferentes utilizando-se 30,00mL de 4gua deionizada
e 15,00mL de solucdo de acetato de chumbo 10%, o qual foi filtrada novamente.

Adicionou-se, entdo 10,00mL de solucédo de fosfato acido de sodio 10%, filtrando-
se novamente apos agitacdo. O filtrado foi transferido para funil de separacdo e extraido com
15,00mL de cloroférmio por duas vezes, juntando-se as fases orgénicas a qual foi evaporada
até metade do volume.

Com esta solucdo concentrada, realizou-se as reac6es de Legal (na qual coloracéo
vermelha indica resultado positivo), reacdo de Kedde (o resultado positivo é expresso por
coloracgéo vermelha a castanho fugaz), reacéo de Pesez (novamente a coloracdo vermelha indica
resultado positivo), reacdo de Keller-Killiani (a formacéo de um anel castanho avermelhado é
considerada resultado positivo) e a reacdo de Liebermann-Burchard (cujo resultado positivo €

observado quando do surgimento de coloragdo castanha).

4.2.5 Analises Fisico-Quimicas

4.2.5.1 Granulometria

Baseado na Farmacopéia Brasileira (1988), 25 g do material vegetal pulverizado
foram submetidos a passagem forcada por vibragéo, através de tamises com abertura de malhas
e coletor correspondentes a 0,074; 0,125; 0,177; 0,25 e 0,42 pm, utilizando tamisador
vibratorio, na escala oito do aparelho, durante 30 minutos. Apos este processo, as fragdes foram
retiradas dos tamises e do coletor e quantificadas quanto as suas proporc¢des. Este procedimento
foi realizado em triplicata. Para os estudos de passagem e retencdo a partir da quantidade de po
das cascas pulverizadas recolhida de cada tamis, foram elaboradas planilhas no software Past
onde foram calculadas as frequéncias percentuais, e também, as frequéncias percentuais

cumulativas.



4.2.5.2 Determinacao do teor de extrativos para a droga

Cerca de 1 g da droga vegetal foi pesado e submetido a decoc¢do com 100 g de
agua, durante 10 minutos. Apds resfriamento, o volume foi completado para 100 mL e a solugéo
resultante foi filtrada em papel de filtro, sendo os primeiros 20 mL desprezados. Do restante do
filtrado, foi pesada uma aliquota equivalente a 20 g, em pesa-filtro tarado e evaporado até secura
em banho-maria, sob agitacdo ocasional (DEUTSCHES ARZNEIBUCH, 1994). O teor de
extrativos foi calculado em massa percentual, pela média de cinco determinagcfes segundo

equacdo 1 mostrada abaixo:

g *FD %100
TE = ———— (1)
m

Em que: TE = teor de extrativos (%); g = massa do residuo seco (g); m = massa da amostra (g); FD = fator de

diluicéo

4.2.5.3 Determinacao do pH

Foi preparada uma solugéo a 1% por infuséo com a droga vegetal. Em erlenmeyer,
99 g de agua foram colocados sobre uma chapa-elétrica para ebulir durante 5 minutos. Em
seguida, a agua foi vertida sobre a droga e o recipiente foi fechado e deixado em infusdo por 15
minutos. Apds este tempo, a mistura foi filtrada e arrefecida, procedendo-se a leitura em
pHmetro calibrado em pH de 4 a 9. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados
equivalem a média dessas medi¢6es (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.2.5.4 Determinacédo da densidade aparente ndo compactada

Uma proveta de 100 mL foi previamente pesada e, posteriormente, preenchida com
a droga vegetal. A densidade aparente foi determinada com os dados de volume e massa, de

acordo com os seguintes calculos (equagéo 2):

Mpc — Mpv
Dap = ——— 2
P U (2)
Em que: Dap=densidade aparente; Mpv = massa da proveta vazia; Mpc = massa da proveta cheia; Vp = volume

da proveta.



4.2.5.5 Perda por dessecacdo em estufa

Foram pesados 2 g da droga e colocados em “pesa-filtros” previamente tarados. Em
seguida, foram levados até estufa a 105 °C por duas horas. Apos esse tempo, os “pesa filtros”,
contendo o material, foram mantidos para arrefecimento em dessecador por mais 30 minutos, e
entdo, pesados. Depois dessa pesagem, os “pesa-filtros” foram colocados normalmente em
estufa, repetindo o procedimento, até obtencdo de massa constante. Os resultados foram
expressos em perda de massa percentual, atraves da média de trés determinacdes
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.2.5.6 Determinacao do residuo sélido do vegetal fresco

Trés amostras de 10,009 de folhas frescas de cada espécie vegetal foram colocadas
em estufa com circulacéo de ar a 40°C. A massa foi medida diariamente até obtencédo de valores
constantes. Os resultados foram expressos em porcentagem, sendo referentes a quantidade de

agua perdida durante o processo de secagem (Costa, 1997).

4.2.6. Perfil Cromatografico e Caracterizacdo 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
um); elui¢do em modo isocratico, fluxo de 0,6 mL/min, de fase mével composta pela mistura
de 4agua:acetonitrila (8:2) concentragao das amostras de 1 mg/mL, volume de inje¢ao de 20 pL.
e temperatura da coluna de 25° C. A analise de cada amostra tiveram duragdo de 60 minutos,
com pds 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).

A fracdes diclorometancia tive duracdo de 60 minutos, com pos time de 10 min
entre as amostras. Os cromatogramas foram obtidos nos comprimentos de onda de 280 e 340
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
metanolico e fracBes, foram utilizadas como marcadores quimicos na CLAE as seguintes

substéncias fendlicas padrdo (Sigma-Aldrich®): canferol, luteolina, e apigenina 7-O-B-D-



glicosideo. Para as analises dos padroes foram empregadas as mesmas condicoes
cromatograficas, incluindo a obtencéo dos espectros por varredura no UV (190 a 400 nm). Apds
obtencdo dos cromatogramas e espectros UV das amostras e marcadores quimicos, a
identificacdo das substancias padrdo nas amostras foi realizada por anélise e comparacao dos
tempos de retengdo dos picos 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 na plataforma analitica da Farmanguinhos (FIOCRUZ — Rio de
Janeiro, Brasil) utilizando cromatdgrafo a gas (CG) (Hewlett-Packard® 6890) equipado com
coluna capilar de silica fundida (HP-5, espessura do filme: 30m x 0,25mm, 0,25 pum), 60 min
de duracdo da corrida, tendo o hélio como gas carreador com fluxo de 10 mL/min; temperatura
inicial de 300 °C e méaxima de 350 °C. A detecc¢do foi realizada através de espectrdmetro de
massa (EM) (Hewlett-Packard® 5972), acoplado ao CG, com ionizacao eletronica (IE) (70 eV
e fonte de ion de 250 °C).

4.3. Tratamento Estatistico (pesquisa quantitativa)

o 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;

o Estatistica comparativa: Analise de varidncia de uma via ANOVA seguida de
teste Bonferroni para multiplas comparacdes para confirmagdo ou negacdo da hipotese das
diferencas entre 0s grupos experimentais estabelecendo-se como limite de confidéncia 95%

para a desigualdade.



5. RESULTADOS E DISCURSAO

5.1. Avaliagéo de atividade anti-inflamatdria do extrato aquoso.

5.1.1. Efeito de Kalanchoe pinnata sobre a migracdo de células para o exsudato

inflamatorio

Figura 5- Efeito do extrato aquoso de Kalanchoe pinnata (i.p) administrado 1h antes da Carragenina (CG) 1%
sobre os niveis de leucdcitos no modelo de bolsa de ar induzida pela CG em ratos. Dados representados por média
+ EPM (n=3). *p<0,05; **p<0,01
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Fonte: Autor (2017)

A administracdo dos extratos (Kp 0,1, 1 ou 10 %) resultou em diminuicdo do
namero de células infiltradas no exsudato ocorreu sem, no entanto, perfil dose-dependente (ver
figura 7). De acordo com a figura 5, a diluicdo de Kp a 10%, foi mais eficiente em provocar
diminuicdo 75% da migracdo celular comparado ao animais controles (GC), e nas

concentragdes de 0,1% e 1%, houve uma diminuigéo de 61%.



5.1.2 Efeito de Kalanchoe pinnata sobre o volume de exsudato inflamatorio.

Figura 6- Efeito do extrato aquoso de Kalanchoe pinnata (i.p) sobre os niveis de exsudacdo 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 (2017)

Ocorreu uma reducéo de 35% (Kp a 1%) e 55% (Kp a10%) do volume de exsudato,
formado em resposta a administracdo de carragenina, em relacdo ao grupo controle. Quanto a
poténcia dos efeitos anti-inflamatérios de Kp comparados a dexametasona, a inibi¢cdo na
producdo do volume de exsudato provocado pelas diluices de 0.1% e 1% foi de 66% do efeito
da dexametasona, enquanto que a dose de Kp 10% foi mais eficiente: 80%, demonstrando um
perfil dose-dependéncia (ver figura 7).

Desta forma a formacdo do exsudato inflamatério esta associado ao aumento da
permeabilidade vascular induzida por histamina e serotonina que s&o as primeiras aminas
vasoativas liberadas nas reac6es inflamatorias agudas, permitindo assim a saida de liquido rico
em proteinas e de células para o tecido intersticial (KUMAR, V. et al 2005). As primeiras
células que migram através do endotélio para o local infectado sao neutréfilos (entre 4-12 h) e
posteriormente mondcitos (entre 24-48 h). Os monocitos, ao serem ativados tornam-se
macrofagos, que além de exercerem sua agdo como células fagociticas, participam na ativacdo
dos linfonodos e assim, na proliferacdo de linfocitos T (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2008).

Os resultados demonstram que, assim como a dexametasona, o0 extrato aquoso das
folhas de K. pinnata reduziu o edema e migracao de leucdcitos, sendo eficaz na supressédo do

processo inflamatdrio induzido por carragenina.



5.1.3 Efeito de Kalanchoe pinnata sobre a producéo de nitrito no exsudato inflamatorio

Figura 7- Efeito de Kalanchoe pinnata sobre a producéo de nitrito no exsudato inflamatério. Efeitos do extrato de
Kalanchoe pinnata (i.p sobre a concentracdo 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 (2017)

Com relagdo aos niveis de nitrito presentes no exsudato, observou-se uma
acentuada inibicdo sendo da ordem de 81%, 84% e 87%, apds os tratamentos de Kp 0,1%, 1%
e 10%, respectivamente. Essa inibicdo foi similar aquela provocada pela dexametasona,
sugerindo que Kp possa atuar diminuindo a resposta inflamatdria via mecanismo dependente
da inibicdo da producéo de 6xido nitrico.

A producdo de nitrito no exsudato resulta da ativacdo da enzima sintase de 6xido
nitrico induzida (NOSi) que por sua vez aumenta a sintese de 6xido nitrico (NO) é formado a
partir do oxigénio molecular e da L-arginina (MONCADA et al., 1991). Diversos tipos
celulares sdo capazes de sintetizar NO, entre os quais as células endoteliais (WRIGT et al.,
1989), macrdfagos (DI ROSA et al., 1990), sinoviocitos (MCLNNES et al., 1996) e condrdcitos
(STADLER et al., 1992). O é6xido nitrico € um importante neurotransmissor com capacidade
potencializadora, atuando na memaria e no aprendizado, podendo também ter agdes enddcrinas,
autocrinas e paracrinas.

Essa inibicdo em dois pardmetros inflamatorios volume de exsudato e migragao
celular e que seu mecanismo de acdo depende da inibicdo da atividade da NOS, observada na

inibicdo de nitrito (NO) seu metabdlito exclusivo pois a estimulacéo de éxido nitrico (NO) tem



como acdo a inibicdo de citocinas inflamatorias ou impedir a producdo de mediadores
inflamatorios locais.

No caso da inflamacé&o aguda gerada no modelo podemos dizer que a administragao
extrato aquoso de Kp confirmou relatos de outros estudos para efeitos anti-inflamatdrios, e
apontou que um mecanismo associado a inibicdo da producdo de NO via nitrito (medida
indireta), visto que na figura 8, houve uma diminuicao de nitrito em todas as dilui¢fes testadas.
O oxido nitrico modula reacGes inflamatorias agudas e cronicas e outros processos do sistema
imunolégico.

O papel do éxido nitrico na inflamagdo é um dos aspectos mais estudados na
fisiologia nos dltimos anos. Muitos estudos mostram um importante papel no NO como agente
anti-inflamatorio, entretanto muitos outros demonstram a participacdo dessa molécula como
indutora de disfuncGes teciduais e da ativacdo de células inflamatdrias. Esse aparente paradoxo
pode ser entendido estudando-se a quimica fisiolégica do NO e seu metabolismo determinando,
assim, uma distincdo entre os efeitos deletérios e benéficos desse composto (GRISHAM et al.,
1999).

A interacdo direta do NO com proteinas metélicas ou com radicais organicos livres
representam as duas principais formas de efeitos biol6gicos deste composto nos sistemas
biolégicos (WINK et al., 1997; PADMAJA, HUIE, 1993). Em constante, os efeitos indiretos
sdo mediados por espécies oxidas de nitrogénio altamente reativas, formadas pela reacdo do
NO com O2 e O2-. Essas espécies estdo associadas com a fisiopatologia de diversos modelos
de inflamacao (GRISHAM et al., 1998; NATHAN, 1997; WINK, MITCHELL, 1998) e as mais
significantes sdo o0xido nitroso (N203) e peroxinitrito (ONOO-), que induzem dois tipos de
estresse quimico: oxidacdo e nitrosacdo (WINK, MITCHELL, 1998).

Em relagdo aos niveis de nitrito presentes no exsudato, observou-se uma acentuada
inibicdo. Essa inibicdo foi similar aquela provocada pela dexametasona, sugerindo que Kp
possa atuar diminuindo a resposta inflamatoria via mecanismo dependente da inibicdo da
producdo de 6xido nitrico.

Como ja foi relatado pequena molécula tem efeitos fascinantes desde a manutengéo
inicial da vida, através do controle da circulacdo placentaria, como também efeitos letais
consideraveis, por exemplo, no choque séptico. Além disso, sua atividade na imuno-regulagéo
esta presente na inflamag&o e nos mecanismos de autoimunidade (FILHO & 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 a¢do anti-inflamatoria de K. pinnata



se dé por um Unico mecanismo de acdo. A atividade anti-inflamatdria de K. pinnata pode ser

atribuida a presenca de constituintes quimicos, como o triterpeno o-amirina e os flavonoides

canferol (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; OTUKI et al., 2005).

5.1.4 Efeitos de extrato aquoso de Kalanchoe pinnata (Kp) (tabela 3) sobre parametros
bioquimicos plasmaticos.

Tabela3- 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
plasmaticos Controle K.p 0,1% K.p 1% K.p 10% Xallorgs qe
(0,00mg/kg)  (0,1mg/kg) (1mg/kg) eferéncia
Proteinas 74+0,16 6,96+0,29 7,3+0,7 5,7+ 0,52 5,2-10,4 (ref 1)
Totais (g/dl)

Uréia (mg/dl) 30+£2,08 50,33+5,66 50,6+3,71 37,6+3,84 12,3- 51,0 (ref 2)

Creatinina 04+0 0,46+0,03 0,43 0,03 04+0 0,4 20,64 (ref 1)
(mg/dl)

Albumina 30,1 2,93+0,06 3,03+0,23 2,5 40,05 2,8a6,1 (ref1)
(mg/dl)

Fonte: Autor (2017)

N&o observamos diferencas nos niveis de proteinas totais presentes no plasma, pois
0 grupo controle apresentou niveis de 7,4 £ 0,16 g/ dL, os grupos tratados com extrato aquoso
de Kp nas dilui¢des de 0,1% (0,01mg/kg), 1% (0,1mg/kg) e 10% (1mg/kg) apresentaram niveis
de 7,3+0,79/dL; 6,96 + 0,29 g/ dL e 5,7 + 0,52 respectivamente. Quanto aos niveis de albumina
plasmatica no grupo controle quantificamos 3 + 0,1mg/dL e nos grupo tratados 2,93 + 0,06
mg/dL (0,1%), 3,03 +0,23 mg/dL (1%) e 2,5 £0,05 mg/dL (10%). Por sua vez, a uréia é o
principal produto formado no catabolismo de proteinas e aminoacidos, embora, o 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 estdo 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 elevacgédo da creatinina plasmatica
seria traduzida como possivel insuficiéncia renal aguda, que € referida na literatura como

decorrente de diminuigdo do fluxo sanguineo renal, que leva a uma disfuncéo renal.

5.1.5. Atividade Anti-Inflamatoria do extrato metanolico de Kp

A atividade anti-inflamatoria de produtos naturais tem sido relacionada a
substancias fendlicas, especialmente aos flavonoides, bem como aos agentes antioxidantes que,
através de diferentes mecanismos, inibem os processos inflamatorios. Neste sentido, a hipdtese
da atividade anti-inflamatoria do extrato metanolico, rico em substancias flavonoidicas, em
modelo de inflamacéo também foi testada.

A injegdo de carragenina nos grupos de animais tratados induziu uma inflamagéo
aguda, caracterizada pela formacao de um exsudato e migracdo de leucocitos para a cavidade
intraescapular. Desta forma, a coadministracdo a administracdo com extrato metandlico na
dose de 400 mg/Kg dos extratos nas duas vias de administragéo via oral (v.0) e intraperitoneal
(i.p.) reduziu significativamente o volume do exsudato inflamatério (p<0,01) (figura 8) e a
migracdo celular porém ndo houve diferencas significativa na migracdo dos leucdcitos
comparado com o grupo padrao dexametasona (p>0,05) Da mesma forma, os animais tratados
com o anti-inflamatério dexametasona (5 mg/ kg-1) reduziu o exsudato (p<0,001) e também
ndo modificou a migracéo celular comparados a dexametasona. (Figura 9).



Figura 8-. Efeito da Kalanchoe pinnata sobre o acimulo 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
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Fonte: Autor (2017)

Portanto, o efeito anti-inflamatério da espécie foi confirmado pelo modelo de bolsa
de ar que demonstrou que as espécies Kalanchoe pinnata na dose 400mg/Kg causaram a
inibicdo da resposta inflamatéria aguda verificada por meio da diminuicdo significativa do
volume do exsudato comparada com o grupo controle além de demonstrou significativo efeito
sobre a migracdo dos leucécito na administracdo oral do extratos. Verificou-se também que a
atividade anti-inflamatoria da espécie estudada se assemelha com a dexametasona, pois nao
existe diferenca estatistica entre elas (p<0,05).

Diferentes mecanismos envolvem o inicio da reacdo inflamatéria. O
desenvolvimento da resposta inflamatoria induzida pela carragenina é caracterizado em sua fase
inicial (0-1 hora) pela liberagdo de histamina, serotonina e bradicinina. A fase posterior (1-6
horas) esta correlacionada com a elevacdo da producédo de prostaglandinas, ativacdo da COX-2
e mais recentemente a liberacdo de NO (6xido nitrico), na resposta inflamatdria. As drogas anti-
inflamatorias ndo esteroidais como a dexametasona age em receptores nucleares, estimula a
expressdao de proteinas anti-inflamatérias, como a lipocortina que inibe a PLA2 e,
consequentemente, a producao 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, K.V.B.Jodo Pessoa, p 14-32, 1999; CRUNKHORN P., MEACOCK S.C.1971,;
NIEMEGEERS,C.J.; VERBRUGGEN, F.J.; JANSSEN, P.A.,1964).



Figura 9- Contagem global de leucdcitos no exsudato inflamatério de ratos, 16 horas apés a injecédo de
carragenina. houve diferencas significativas em comparagdo ao controle (Carragenina + solucdo salina), obtido
por meio da ANOVA, teste de Tukey, p> 0,05.
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Fonte: Autor (2017)

5.2. Analises Fitoquimicas
5.2.1. Triagem fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios

Os processos de prospeccdo fitoquimica sdo de extrema importancia, pois permitem
identificar quais classes de metabdlitos secundarios e/ou principios ativos estdo presentes em
determinada amostra vegetal e, a partir dai, orientar a extracdao e/ou fracionamento de extratos
para isolamento de compostos de maior interesse. Muitas substancias, quando tratadas com
determinados reativos, apresentam reacdes de coloracdo e/ou precipitacdo caracteristicas, que
permitem a identificacdo das amostras que as contém. As plantas produzem diferentes
substancias quimicas e o fazem em diferentes proporc¢des, dependendo do habitat, do regime de
chuvas, da insolacdo, do solo, enfim, das caracteristicas climato-edaficas. Entretanto, algumas
substancias quimicas s@o bastantes caracteristicas para um determinado vegetal, e desta forma
podem servir como parametro para sua caracterizacédo e identificagéo.

Os dados da triagem fitoquimica, realizada com as folhas pulverizadas Kalanchoe
pinnata (Tabela 04), revelaram os fendis e taninos, as saponinas, os flavonoides e o0s
Glicosideos cardiotdnicos como grupos de substancias quimicas que podem ser empregadas

para a caracterizacdo da matéria-prima. Vale ressaltar que para que fique caracterizada a



presenca de determinado grupo de substancia quimica na amostra, todos os testes executados

devem ser positivos.

Tabela 4- Triagem fitoquimica das folhas de Kalanchoe pinnata

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

Fonte: Autor (2017)

Em K. pinnata, os testes foram positivos para fendis e taninos, flavonoides e
glicosideos cardioténicos. A ocorréncia de glicosideos cardiotonicos ja havia sido descrita por
Smith (2004), bem como a ocorréncia de flavonoides por Muzitano et al. (2006) e Muzitano et
al. (2009). Deve-se fazer a ressalva de que os glicosideos cardiotdnicos geralmente possuem
indice terapéutico bastante baixo, tendo potencial como agente toxico fatal. Por essa razdo, a
utilizacdo desta planta na medicina popular ndo deve ser indicada antes que sejam realizados
testes toxicoldgicos que garantam sua seguranca ou, ainda, que tais compostos sejam isolados
e ndo facam parte do conjunto de substancias a serem utilizadas pelo individuo, sendo que este
processo deve ser realizado por profissionais capacitados.

As saponinas, presentes majoritariamente 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 formam complexos com proteinas, que podem potencializar a
cura de feridas, queimaduras e mucosas inflamadas, formam uma protecdo sobre o local e
permitem que o processo de cura proceda naturalmente. O calcio, elemento abundante na
espécie, € importante no processo de coagulagdo, de acordo com sua concentracdo extracelular
(OKWU; JOSIAH, 2006; SANTOS; MELLO, 2003; SCHENKEL et al., 2003; SIMOES;
SPITZER, 2003).



5.2.2. Determinacao das caracteristicas fisico-quimicas do p6 das folhas

5.2.2.1 Granulometria

Os resultados da avaliacdo da granulometria estdo apresentados no Gréafico da

Figura 11, o qual revela um diametro médio de particulas de 0,250 mm + 0,2823.

Tabela 5- Avaliacdo da granulometria da amostra

Tamanho da malha (mm) % Passagem % Retencéao
0,125 3,66 96,34
0,18 12,01 87,987
0,25 52,66 47,34
0,5 78,79 21,21
0,85 91,18 8,82

Fonte: Autor (2017)

Figura 10- Gréfico de diametro médio das particulas
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Inicialmente, foi determinada a granulometria da droga para sua padronizacgéo, a
fim de otimizar os processos extrativos (SONAGLIO et al., 2004). A granulometria, que é 0
grau de divisao de p0s, é expressa em referéncia a abertura nominal da malha do tamis utilizado
(FARMACOPEIA, 1988). Segundo a literatura (LIST e SCHMIDT, 2000), a droga pulverizada



que apresente particulas de tamanho superior a classificacdo de fino é mais adequada para 0s

processos de extracéo.

5.2.2.2 Determinacéo do teor de extrativos para a droga

O ensaio do teor de extrativos (TE) indica a quantidade de substancias extraiveis,
ou seja, sollveis em determinado sistema solvente. E um método empregado na selecdo do
solvente mais adequado a extracdo das substancias de interesse de uma planta ou como
indicativo para o ajuste da quantidade de matéria-prima a ser utilizada visando uma
concentracdo final da substancia de interesse no produto da extracdo. Neste estudo, o teor de
extrativos da droga vegetal foi empregado exclusivamente como um ensaio auxiliar na
caracterizagdo fisico-quimica, visto que se trata de um parametro importante no controle de
qualidade da matéria-prima vegetal. O valor de TE encontrado para a droga vegetal em estudo
foi de 70 % (m/m).

5.2.2.3 Determinacéo do pH

Em relacdo ao pH do pé das folhas pulverizadas de K. pinnata, apresenta-se o valor
da média de trés determinacgdes na Tabela 6. O valor do pH da agua destilada foi de 6,08.

Tabela 6- Determinagéo de pH

Ph da agua destilada Meédia do valor de pH £ DP
6,08 6,47 £ 0,01

Fonte: Autor (2017)

Uma das importancias do pH nos vegetais esta no mecanismo de formacéao de ATP,
que é impulsionado por uma forca préton-motriz durante a fotofosforilacdo nos cloroplastos
(STRAYER, 1996). O ATP é uma molécula de alta energia, que acopla reacdes ndo favoraveis
no interior das células. Entre essas reacdes, estdo aquelas que fazem parte da biossintese de
enzimas importantes no metabolismo secundario (STRAYER, 1996). As alterac6es metabdlicas
provocadas por reacdes de Oxido-reducdo podem modificar o pH das células vegetais,
promovendo desvio das rotas metabdlicas normais (STRAYER, 1996). De acordo com os dados
da Tabela 3, encontrou-se um pH médio de 6,47 na amostra de K. pinnata, conferindo-a um

carater quase neutro.



5.2.2.4Determinacédo da densidade aparente ndo compactada

A Tabela 7 apresenta os valores das trés determinacgdes, em g/mL, da densidade

aparente ndo compactada das folhas pulverizadas de K. pinnata.

Tabela 7- Densidade aparente de trés amostras de cascas pulverizadas de K. pinnata.

Amostras Proveta Cheia () Proveta (g) Densidade (g/mL)
Amostra 1 65,15 41,59 0,4908
Amostra 2 68,42 42,38 0,5208
Amostra 3 70,50 41,30 0,5509

Fonte: Autor (2017).

A densidade aparente ndo compactada média encontrada foi de 0,520833 g/mL *
0,03005.

5.2.2.5 Determinacéo da perda por dessecagdo

O parametro que auxilia a caracterizacdo da droga € representado pela perda por
dessecacdo, que esta ligada a estabilidade microbiol6gica da droga, como expressdo de sua
susceptibilidade ao desenvolvimento de bactérias e fungos, e estabilidade quimica, representada
especialmente pelos processos de hidrolise (WHO, 1992). A variabilidade nos valores pode ser
reduzida, desde que haja padronizacdo nos parametros de plantio, coleta, armazenagem e
tratamento prévio da droga utilizada. A perda por dessecacdo pode fornecer dados acerca do
rendimento de extracdo, ja que a secagem influi no estado de integridade das estruturas
celulares, expondo-as mais ou menos ao contato com solventes (HARBORNE, 1993). Além do
mais, sob o0 ponto de vista tecnoldgico e de producdo, € importante conhecer quantitativamente
o contelido de agua presente na matéria-prima vegetal, para que este valor seja considerado nos
calculos de rendimento. A determinacdo da perda por dessecagdo mostrou que a droga vegetal
apresenta valores dentro dos parametros com relacdo a umidade, que deve variar de 8 a 14%,
com relacdo a maioria das drogas vegetais constituidas de sumidades floridas
(FARMACOPEIA, 2000).

A média da massa perdida total, apos todas as pesagens, foi de 1,17g. Assim, foi
obtida uma perda por dessecacao de 11,67% + 0,489107224 em massa da amostra inicial do pé

das folhas pulverizadas de K. pinnata.



5.2.2.6 Determinagéo do residuo sélido do vegetal fresco

O residuo solido do vegetal fresco indica haver grande quantidade de agua no
vegetal (cerca de 88,33%). Por isso, é importante observar que as folhas destas espécies devem
ser submetidas a secagem o quanto antes, considerando-se 0 momento da colheita, garantindo
assim a pronta estabilizacdo de possiveis reacdes de degradacdo metabdlica dos principios
ativos. Contudo, essa secagem ndo deve ser efetuada em temperaturas elevadas por ndo se
conhecer a termo labilidade dos metabolitos secundarios. Sugere-se, portanto, o uso de estufas
com circulacdo de ar, pois nestas o ar saturado é constantemente insuflado para o exterior da
camara de secagem, acelerando o processo. Assim, foi obtida uma perda no valor de 11,67%

+ 2,287483545 em massa da amostra inicial do pé das folhas pulverizadas de K. pinnata.

5.2.3. Perfil Cromatografico e Caracterizacdo Quimica

Conforme as figuras 11 e 14 os cromatogramas das fracdes obtidas a partir dos
extratos brutos das folhas K. pinnata demonstraram que a fragdo metandlica e acetato de etila
apresentaram a presenca de dois picos majoritarios, no tempo de retencdo proximo de 20,00
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 utilizagdo de padrdes 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 288nm e 386 nm (figura 11-A).

Na figura 11 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 11 A), com tempo de retengéo
(tr)16,09 min (em 386 nm), produziu espectros de ultravioleta com bandas caracteristicas do
flavonoide canferol (Figura 12 B).

Apbs analise dos padrbes para confirmacgdo, nas mesmas condi¢des, considerando
o tempo de retencdo e as caracteristicas das bandas dos espectros de UV da substancia padrao
canferol (tr 15,54 min em 386 nm) (Figura 12 B) foi possivel identifica-la na fragdo em acetato

de etila.



Figura 11- Perfis cromatograficos do extrato acetato das folhas de K. pinnata por CLAE UV obtidos em

diferentes comprimentos de ondas
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Figura 12- Espectros de UV do pico 1 e 2 do cromatograma do extrato acetato e do padrdo quimico Canferol
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Cromatogramas da fracdo metanolica das folhas de K. pinnata obtidos em 288 (A)
e 386 (B) nm sdo mostrados na Figura 13. 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 14 B.)

Para comprovar a presenca dos flavonoides detectados com base no perfil
cromatografico, tempo de retencdo e espectro de ultravioleta, padrées foram aplicados e
analisados.

Apbs 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 retencéo
para ambos bastante proximos. (Figura 11).



Presenca de flavondis (canferol) podem exercer efeito anti-inflamatério por meio
de inibicdo da PLA2, COX, LOX e iNOS, fortalece essa hipdtesemecanistica (COUTINHO;

MUZITANO; COSTA, 2009).

Figura 13- Perfis cromatograficos do extrato metanélico das folhas de K. pinnata por CLAE UV obtidos em

diferentes comprimentos de ondas
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Figura 14- Espectros de UV do pico 1 e 2 do cromatograma do extrato acetato e do padrdo quimico Canferol
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Figura 15- Perfis cromatograficos do extrato diclometano das folhas de K. pinnata por CLAE UV obtidos em
diferentes comprimentos de ondas
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Na figura 15 estdo representados os cromatogramas da fracdo diclorometéanica das
folhas de K. pinnanta em 340 (A) e 280 (B) nm. Nas condi¢Ges cromatograficas empregadas,
nenhum espectro caracteristico de substancias foi detectado, pois 0 mesmo ndo conferiu com
nenhum padrdo aplicado e pelo espectro pode-se inferir que a presenga de substancias é
minoritaria dada a observancia do cromatograma em 340 nm.

Na Figura 16 € mostrado o perfil cromatogréafico da fracdo hexanica das folhas de
K. pinnata obtido por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM). Os picos majoritarios foram observados nos tempos de retengdo de 28,31 e 32 minutos.



Figura 16- Perfil cromatogréafico da fracdo hexanica das folhas de K. pinnata obtido por CGEM.
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Os constituintes quimicos com maior abundancia encontrados na fracdo hexanica
foram o &cido hexadecandico (palmitato de etila - 38,58%), éster de etila do acido 9, 12
octadecadiendico (linoleato de etila - 1,50%), éster de etila do acido 9,12,15- octadecandico
(&cido oleico - 17,70%) e 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (Phytol 5,71%) (Tabela 8). Os
componentes identificados totalizaram 86,59%, enquanto os ndos identificados foram 13,41%.
Os espectros de massas da o-amirina e f-amirina (banco de dados) e do pico nos quais elas
foram identificadas na fracdo hexanica estdo representados na Figura 17 e 18 e as formulas

estruturais da a-amirina e f-amirina sdo apresentadas na Figura 19.

Tabela 8- Constituintes quimicos da fracdo hexanica obtidos das folhas de K. pinnata por CG-EM.

Constituintes Quimicos Tempo de retencdo Concentracéo

, (min) (%)
Acido hexadecanoico 28,642 10,46
Acido tetradecanoico 24,352 0,95
Neofitadieno 25,856 0,49
Acido pentadecandico 26,392 0,29
2-Metil-tricosane 30,990 0,40
Ester de etila do acido 9, 12-octadecadientico 31,645 1,5

Ester de etila do acido octadecanoico 32,276 12,70
Octadecanal 47,743 1,53
Pentacosane 48,338 2,22

Acido Eicosanoico 35,555 0,84




Vitamina E

Tetracosano

Acido araquidico

8-Heptadeceno

Ester de etila do acido hexadecanoico
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 triacontandico

Sitosterol

Acido Acetiltributilcitrato

Acido Benzeno-1,3-dicarboxilico
Acido Benzeno-1,2-dicarboxilico
Acido icosanoico

Phytone

46,556
45,901
38,736
31,731
49,148
35,352
49,433
49,984
50,111
51,550
31,217
48,804
48,956
33,879
41,317
38,427
30,307
26,000

5,88
0,57
0,84
1,42
1,06
0,24
5,87
31,93
2,84
0,56
5,71
0,35
1,94
0,32
0,43
0,72
0,75
0,61

Fonte: Autor (2017)



Figural7- Espectros de massas da -amirina do banco de dados (A) e do pico no qual ela foi identifica na amostra

(B)
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Figura 18- Espectros de massas da a-amirina do banco de dados (A) e do pico no qual ela foi identifica na
amostra (B).

Hit#:3 Entry:191128 Library:NIST11.lib
SI:91 Formula:C30H500 CAS:638-95-9 MolWeight:426 Retlndex:2873
CompName:.alpha.-Amyrin $$ Urs-12-en-3-ol, (3.beta.)- $$ Urs-12-en-3.beta.-ol $3$ .aEpha.-A(%gp
100

218

TR N T N S BN |

5569 95 122 203
S, 1 147 175

231 257 286309 339 365 393 +2°
| B B A S B A A S B R A B B L B B R B B B B |

20 60 100 140 180 220 260 300 340 380 420 460




Line#:27 R.Time:49.985(Scan#:9198) MassPeaks:209
RawMode:Averaged 49.980-49.990(9197-9199) BasePeak:218.15(119312)
BG Mode:Calc. from Peak

100

218

122
55 95 189
6931 147

175
Y75 b [ 231 237 285 311300 355 381 412 |
I I I I L) LI I I I

) I L) L I ) I I L) ! 1 I I I I LI L)
40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400
Hit#:1 Entry:49 Library:MY LIBRARY .lib
SI:96 Formula:C30 H50 O CAS:638-95-9 MolWeight:426 RetIndex:0
CompName: Alfa-amirina

Fonte: O autor (2017)

Figura 19- Formulas estruturais da a-amirina e B-amirina.

Fonte: Autor (2017).

A analise em CG-EM da fracdo hexanica admitiu a presenca de metabdlitos
apolares, como alguns ésteres graxos; a- tocoferol (vitamina E), substancia com potencial
antioxidante, que tem estrutura relacionada com as quinonas terpénicas do tipo plastoquinonas;
e o triterpeno pentaciclico a-amirina, que possui diferentes bioatividades, como potencial
antioxidante e anti-inflamatério (DEWICK, 2009; DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011). Os
triterpenos pentaciclicos, pelo menos a maior parte deles, pertencem as subclasses ursano,
oleano e lupano. A presenga de B-amirina (esqueleto olean-12-eno) e a presenga da a-amirina
(esqueleto ursan-12-eno), que sdo isdmeros constitucionais, ja teve presenca relatada em K.
pinnata (DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011; FERNANDES, 2011; SIDDIQUI et al., 1989;
SILVA, 2007).

Em pesquisas realizadas recentemente, a a-amirina demonstrou atividade anti-
inflamatdria quando avaliada em modelos de inflamacao topica, diminuindo a formacdo de
edema, o influxo de neutrofilos e a expressao de IL-1 (Otuki et al., 2005b). Ademais, a mistura

dos dois triterpenos (o,B-amirina) produziu antinocicepcdo em nivel periférico, espinhal e



supra-espinhal em camundongos, provavelmente por inibir as proteinas quinases A e C (Otuki
et al., 2005). Foi demonstrado que a diminuicdo dos niveis de prostaglandina E2 (PGE2),
através do blogueio da expressdo da ciclooxigenase-2 (COX-2), via inibi¢do das proteinas
quinases e bloqueio da ativagcdo do NF-«xB, parecem representar os principais mecanismos
envolvidos nas agdes anti-inflamatérias topicas da a-amirina (Medeiros et al.,2004). Além
disso, considerando o estresse oxidativo induzido pela carreginina, a presenca de flavonoides
com atividades antioxidante e anti-inflamatoria em K. pinnata, podem justificar o efeito anti-
inflamatorio por inibicdo das vias do TNF-a-NO e COX-1I-PGE2 (GOKBULUT et al., 2013;
GARCIA-MEDIAVILLA et al., 2007; MUZITANO et al., 2006; MAJAZ et al., 2011;
BALAMURUGAN; KARTHIKEYAN, 2012; LEE et al., 2013).

Estudos comprovam que flavonoide identificado no extrato metandlico e acetato de
K. pinnata, bem como a a-amirina, possam contribuir para a acao anti-inflamatoria pela inibi¢éo
da via do AA (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; GARCIA-MEDIAVILLA et al.,
2007; LEE et al., 2013).



CONCLUSAO

O ensaio experimental de inducdo de inflamacédo via carragenina em bolsa de ar
indicou que tanto o extrato aquoso como o extrato metanoélico bruto das folhas de Kalanchoe
pinnata contém propriedades anti-inflamatorias, sendo que a administracdo 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 B-amirina ¢ a-amirina com picos identificados na fracéo
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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