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RESUMO

Kalanchoe brasiliensis Cambess. (Crassulaceae DC.) é uma planta nativa do Brasil, popularmente
conhecida como saido e tradicionalmente usada no tratamento de doencas inflamatérias e infecciosas. Os
principais metabolitos secundarios presentes nesta espécie vegetal sdo as substancias fendlicas, em
particular os flavonoides. Com base nestes dados, 0 presente estudo teve como objetivo investigar a
composicdo quimica e os potenciais antioxidante e antibacteriano in vitro e a atividade anti-inflamatéria
topica in vivo de extratos hidroetandlicos das folhas de K. brasiliensis. Folhas frescas coletadas em janeiro
(verdo) e setembro (primavera) foram extraidas com solugGes hidroetandlicas nas concentracdes de 30%
(EHJ30 e EHS30), 50% (EHJ50 e EHS50) e 70% (EHJ70 e EHS70) de etanol em &gua com auxilio de
triturador mecanico. Estes extratos foram quimicamente caracterizados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de Diodo (CLAE-DAD). Os teores de fenois e flavonoides totais
foram determinados por espectrofotometria e a atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos do
sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe), reducdo da complexacdo do
fosfomolibdénio e co-oxidagdo do sistema [B-caroteno/écido linoleico. A atividade antibacteriana foi
determinada por meio da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método de microdiluigdo em caldo
frente a oito cepas bacterianas de referéncia ATCC® e dez de rotina. Em seguida, procedeu-se ao
estabelecimento da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e a classificacdo do efeito antibacteriano
bactericida ou bacteriostatico. A atividade anti-inflamatdria topica foi avaliada usando modelos de edema
de orelha induzidos por 6leo de Créton, fenol e histamina, pela analise histolégica e pela determinacao das
enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) e dos mediadores inflamatdrios
oxido nitrico (NO), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o). Os espectros UV obtidos
por CLAE-DAD sugerem a presenca de flavonoides, especialmente flavonol e flavona. Os teores de fenois
e flavonoides totais variaram de 25,47 a 30,11 mg/g de extrato em equivalente de acido tanico (EAT) e de
11,84 a 16,95 mg/g de extrato em equivalentes de rutina (ER), respectivamente. Os valores de CEsgg
variaram de 58,08 + 15,87 a 257,70 £ 79,47 ug/mL e de 8,491 + 0,364 a 16,780 + 0,239 AAR% para 0s
métodos do sequestro do radical livre DPPH+ e de reducdo da complexacdo do fosfomolibdénio, nessa
ordem. Os percentuais de inibicdo da peroxidacéo lipidica variaram de 37,51 + 0,47 a 44,46 + 0,84%. Em
relacdo a atividade antibacteriana, todos os extratos mostraram-se ativos frente & Salmonella Choleraesuis
(ATCC® 10708™) ¢ Salmonella Typhimurium (ATCC® 13311™), com valores de CIM de 5000 pg/mL e
efeito bacteriostatico. EHJ30, EHJ50, EHJ70 e EHS70 foram ativos frente & Escherichia coli (ATCC®
25922™) com CIM de 5000 pg/mL e efeito bacteriostatico. EHJ70 e EHS70 inibiram o crescimento de
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 6538™), com CIM de 5000 pg/mL e efeito bacteriostético.
Com relacdo as cepas de rotina, todos os extratos foram ativos para Salmonella Enteritidis 1406591,
1418594 e 1628260 e para Salmonella spp. resistente a fluoroquinolona 1266695 e 1507788, com CIM de
5000 pg/mL e efeito bacteriostatico. EHJ30, EHJ50, EHJ70 e EHS70 inibiram o crescimento de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) 1485279, 1605677, 1830466 e 1664534, com CIM
de 5000 pg/mL e efeito bacteriostatico. EHS30 foi ativo frente a MRSA 1605677 e 1830466, com CIM de
5000 pg/mL e efeito bacteriostatico. Nao foi possivel determinar os valores de CBM dentro do gradiente de
concentracdo estabelecido para nenhuma cepa testada. Quanto a atividade anti-inflamatéria topica in vivo,
no edema de orelha induzido por 6leo de Créton os valores variaram de 74,63 a 85,07% e de 62,03 a
80,34% para a medida e para a massa do edema apés 24 h do desafio, respectivamente. No edema de orelha
induzido por fenol, os percentuais variaram de 96,46 a 96,73% e de 93,09 a 95,65% para medida e massa
do edema, nessa ordem. Naquele induzido por histamina ndo foi observada diminuicdo estatistica
significativa.A inibicdo da MPO e NAG foi de 55,27 a 81,74% e de 69,04 a 80,82%, respectivamente. Para
os mediadores inflamatdrios, a inibicdo foi de 52,24 a 67,43%, de 1,68 a 22,78% e de 3,40 a 23,71%, para
NO, IL-6 e TNF-0, nessa ordem. Os resultados obtidos sugerem que K. brasiliensis ¢ uma fonte natural
promissora de substancias bioativas, especialmente da classe dos flavonoides, com elevado potencial anti-
inflamatdrio topico e atividade antibacteriana digna de ser explorada principalmente para tratar infeccOes
causadas por cepas de Salmonella, destacando essa espécie vegetal como um alvo para descoberta de novos
agentes terapéuticos.

Palavras-chave: Kalanchoe brasiliensis. Flavonoides. Antibacterianos. Anti-Inflamatorios. Salmonella.
Staphylococcus aureus Resistente & Meticilina.



ABSTRACT

Kalanchoe brasiliensis Cambess. (Crassulaceae DC.), is a Brazilian native plant popularly known as
"saido" and traditionally used in the treatment of inflammatory and infectious diseases. The major
secondary metabolites present in this species are phenolic compounds, particularly flavonoids. Based
on these data, the present study aimed to investigate the chemical composition and the in vitro
antioxidant and antibacterial potentials and the in vivo topical anti-inflammatory activity of the
hydroethanolic extracts K. brasiliensis leaves. Fresh leaves collected on January (summer) and
September (spring) were extracted with a hydroethanolic solution in concentrations of 30% (HEJ30
and HES30), 50% (HEJ50 and HES50) and 70% (HEJ70 and HES70) of ethanol in water using a
mechanical crusher. These extracts were chemically characterized by High Performance Liquid
Chromatography coupled with Diode Array Detection (HPLC-DAD). The total phenol and flavonoid
contents were determined spectrophotometrically and the antioxidant activity was evaluated by the 1,
1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH+) free radical sequestration, the reduction of the
phosphomolybdenum complex and the pB-carotene/linoleic acid co-oxidation system assays. The
antibacterial activity was determined by Minimal Inhibitory Concentration (MIC) using the broth
microdilution method against eight ATCC® reference strains and ten routine ones. Subsequently, the
Minimal Bactericidal Concentration (MBC) was established and the bactericidal or bacteriostatic
antibacterial effect was classified. The topical anti-inflammatory activity was evaluated using Croton-
oil, phenol and histamine induced ear edema models, histological analysis, and determinations of
myeloperoxidase (MPO) and N-acetyl-B-D-glycosaminidase (NAG) enzymes and nitric oxide (NO),
interleukin 6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) inflammatory mediators. The UV-spectra
obtained by HPLC-DAD suggested the presence of flavonoids, specially flavonol and flavone. Total
phenol and flavonoid contents ranged from 25.47 to 30.11 mg/g of tannic acid equivalent/g of extract
(EAT) and from 11.84 to 16.95 mg/g of rutin equivalent/g of extract (ER), respectively. ECs, values
varied of 58.08 + 15.87 to 257.70 £ 79.47 pg/mL and 8.491 + 0.364 to 16.780 + 0.239 RAA% for the
DPPHe- free radical sequestration and phosphomolybdenum complex reduction methods, in this order.
The percentages of inhibition of lipid peroxidation ranged from 37.51 + 0.47 to 44.46 *+ 0.84%. In
relation to the antibacterial activity, all extracts were active against Salmonella Choleraesuis (ATCC®
10708™) and Salmonella Typhimurium (ATCC® 13311™), with MIC values of 5000 pg/mL and
bacteriostatic effect. HEJ30, HEJ50, HEJ70 and HES70 were active against Escherichia coli (ATCC®
25922™) with MIC of 5000 pg/mL and bacteriostatic effect. HEJ70 and HES70 inhibited the growth
of Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 6538™), with MIC of 5000 pg/mL and
bacteriostatic effect. In relation to the routine strains, all extracts were active against Salmonella
Enteritidis 1406591, 1418594 and 1628260, and for Salmonella spp. fluoroquinolone-resistant
1266695 and 1507788, with MIC of 5000 pug/mL and bacteriostatic effect. HEJ30, HEJ50, HEJ70 and
HES70 inhibited the growth of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 1485279,
1605677, 1830466 and 1664534, with MIC of 5000 pug/mL and bacteriostatic effect. HES was active
against MRSA 1605677 and 1830466, with MIC of 5000 pg/mL and bacteriostatic effect. It was not
possible to determine the MBC values within the established concentration gradient for any strain
tested. With regard to the in vivo topical anti-inflammatory activity, in Croton oil-induced ear edema
the values ranged from 74.63 to 85.07% and 62.03 to 80.34% for the measurement and mass of the
edema after 24 h of the challenge, respectively. In phenol induced ear edema, the percentages varied of
96.46 to 96.73% and 93.09 to 95.65% for the measurement and mass of the edema, in this order.
Considering the edema induced by histamine, no significant statistical decrease was observed.The
inhibition of MPO and NAG was 55.27 to 81.74% and from 69.04 to 80.82%, respectively. For the
inflammatory mediators, the inhibition was from 52.24 to 67.43%, from 1.68 to 22.78% and from 3.40
to 23.71% for NO, IL-6 and TNF-q, in this order. The obtained results suggest that K. brasiliensis is a
promising natural source of bioactive substances, especially of the flavonoid class, with a high topical
anti-inflammatory potential and a exploitable antibacterial activity mainly to treat infections caused by
Salmonella strains, highlighting this vegetal species as a target for the discovery of new therapeutic
agents.

Keywords: Kalanchoe brasiliensis. Flavonoids. Anti-Bacterial Agents. Anti-inflammatory Agents.
Salmonella. Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus.



RESUMEN

Kalanchoe brasiliensis Cambess. (Crassulaceae DC.) es una planta nativa de Brasil, conocida popularmente
como Saido y usada tradicionalmente en el tratamiento de enfermedades inflamatdrias e infecciosas. Los
principales metabdlitos secundarios presente en esta especie vegetal son las sustancias fenolicas,
especialmente los flavonoides. Con base a esta informacion, el presente estudio tiene como objetivo
investigar la composicién quimica e los potenciales antioxidante y antibacteriano in vitro y la actividad
antiinflamatorio tdpica in vivo de los extractos hidroetanélicos obtenidos de las hojas de K. brasiliensis.
Hojas frescas recolectadas en los meses de enero (verano) y septiembre (primavera) fueron extraidas con
soluciones hidroetanolicas en las concentraciones de 30% (EHJ30 y EHS30), 50% (EHJ50 y EHS50) y
70% (EHJ70 y EHS70) de etanol en agua con ayuda de un triturador mecanico. Estos extractos fueron
quimicamente caracterizados por Cromatografia Liquida de Alta eficiencia acoplado a un detector de
arreglo de Diodos (CLAE-DAD). Los niveles de fenoles y flavonoides totales fueron determinados por
espectrofotometria e la actividad antioxidante fue investigada utilizando los métodos de secuestro de
radical libre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH?¢), reduccion del complejo de fosfomolibdenio e la co-
oxidacion del sistema B-caroteno/acido linoleico. La actividad antibacteriana fue determinada a través de la
Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) por el método de microdilucion en caldo utilizando ocho cepas
bacterianas de referencia ATCC® y diez de rutina. En seguida, se procedio al establecimiendo de la
Concentraciéon Bactericida Minima (CBM) e a la clasificacion del efecto antibacteriano bactericida o
bacteriostatico. La actividad antiinflamatoria tdpica fue investigada usando los modelos de edema de oreja
induzidos por aceite de crotdn, fenol e histamina, por medio del andlisis hitopatologico y por la
determinacion de las enzimas mioloperoxidasa (MPO) e N-acetil-B-Dglicosaminidasa (NAG) e de los
mediadores inflamatorios 6xido nitrico (NO), interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a). Los espectros UV obtenidos por CLAE-DAD sugieren la presencia de flavonoides, especialmente
de lo flvonol y flavonas. Los teores de fenoles y flavonoides totales variaron de 25.47 a 30.11 mg/g de
extracto en equivalente a &cido tanico (EAT) e de 11.84 a 16.95 mg/g de extracto en equivalente de rutina
(ER), respectivamente. Los valores de CEs, variaron de 58.08 £ 15.87 a 257.70 + 79.47 pg/mL y de 8.491
+0.364 a 16.780 + 0.239 AAR% para os métodos de secuestro de radical libre DPPH« y de la reduccién del
complejo de fosfomolibdemio, en ese orden. Los porcentajes de inhibicién de la peroxidacion lipidica
variaron de 37,51 + 0,47 a 44,46 + 0,84%. En relacion a la actividad antibacteriana, todos los extratos se
monstraron activos frente a las cepas de Salmonella Choleraesuis (ATCC® 10708™) y Salmonella
Typhimurium (ATCC® 13311™), con valores de CIM de 5000 pg/mL y un efecto bacteriostatico. EHJ30,
EHJ50, EHJ70 y EHS70 fueron activos frente a la cepa de Escherichia coli (ATCC® 25922™), con CIM de
5000 pg/mL y efecto bacteriostatico. EHJ70 e EHS70 inhibieron el crecimiento de Staphylococcus aureus
subsp. aureus (ATCC® 6538™), com CIM de 5000 pg/mL y efecto bacteriostatico. Con relacion a las
cepas de rutina, todos los extractos fueron activos para Salmonella Enteritidis 1406591, 1418594 y
1628260 y para Salmonella spp. resistente a la fluorogquinolona 1266695 e 1507788, con CIM de 5000
pug/mL y efecto bacteriostatico. EHJ30, EHJ50, EHJ70 e EHS70 inhibieron el crecimiento de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) 1485279, 1605677, 1830466 y 1664534, con CIM
de 5000 pg/mL y efecto bacteriostatico. EHS30 fue activo frente a la MRSA 1605677 y 1830466, con
CIM de 5000 pg/mL y efecto bacteriostatico. No fue posible determinar los valores de CBM dentro del
gradiente de concentracion utilizado em ninguna de las cepas investigadas. En cuanto a la actividade anti-
inflamatdria topica in vivo, en el edema de oreja induzido por aceite de Crdton los valores variaron de
74,63 a 85,07% y de 62,03 a 80,34% para la medida y para la masa del edema después de 24 h del desafio,
respectivamente. En el edema induzido por el fenol, los porcentajes variaron de 96,46 a 96,73% y de 93,09
a 95,65% para la medida y la masa del edema, en ese orden. En aquel induzido por histamina no fue
observado disminuicidn estadistica significativa. La inhibicion de la MPO y NAG fue de 55,27 a 81,74% y
de 69,04 a 80,82%, respectivamente. Para los mediadores inflamatérios, la inhibicion fue de 52,24 a
67,43%, de 1,68 a 22,78% y de 3,40 a 23,71%, para NO, IL-6 e TNF-a, en ese orden. Los resultados
obtenidos sugieren que K. brasiliensis es una fuente natural promisora de sustancias bioactivas,
especialmente de la clase de los flavonoides, con un potencial antiinflamatorio topico y actividad
antibacteriana elevado, digna de ser investigado principalmente para el tratamiento de infecciones causadas
por cepas de Salmonella, destacando esta especie vegetal como un blanco para el descubrimiento de nuevos
agentes terapéuticos.

Palavras-clave: Kalanchoe brasiliensis. Flavonoides. Antibacterianos. Antiinflamatorios. Salmonella.
Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina.
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1. INTRODUCAO

Desde tempos remotos da humanidade, os produtos naturais vém sendo
usados para curar doencas, de tosses e resfriados até infeccbes parasitarias e processos
inflamatorios diversos, conforme registros realizados por civilizagdes dos antigos
chineses, indianos e norte-africanos (Matéria Médica Chinesa; Sistema Ayurvédico)
(CRAGG; NEWMAN, 2013; GURIB-FAKIM; 2006).

No mundo globalizado do século XXI, um longo caminho foi percorrido
para se chegar até a atual definicdo de Medicina Tradicional que, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS)

"é a soma total do conhecimento, habilidades e préaticas
baseadas nas teorias, crencas e experiéncias indigenas de diferentes
culturas, explicaveis ou ndo, utilizada na manutencgdo da salde, assim
como na prevencao, diagndstico, melhoria ou tratamento de doencas
fisicas e mentais" (WHO, 2013).

Sob esta Otica, o uso das plantas medicinais foi disseminado no Brasil,
principalmente pela cultura indigena, e a ampla biodiversidade natural brasileira, com
mais de 46.000 espécies de plantas superiores (20-22% do total existente no planeta)
distribuida em seus seis biomas (amaz6nia, caatinga, cerrado, mata atlantica, pampa e
pantanal), contribuiu substancialmente para o legado do uso da medicina tradicional no
pais (SOUSA et al., 2008; http://www.sibbr.gov.br/areas/, acessado em 18 setembro de
2017). Esta conjuncéo estabeleceu um cenério interessante para o desenvolvimento de
desenhos de estudos que visam a descoberta de novos farmacos a partir de espécies
vegetais nativas (PIZZIOLO et al., 2011).

Além disto, no Brasil, os produtos naturais com atividade terapéutica sdo
categorizados em duas classes, sendo denominados medicamentos fitoterapicos e
produtos tradicionais fitoterapicos (BRASIL, 2014). Segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA),

"fitoterapicos sdo medicamentos obtidos com emprego
exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e eficacia
sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela
constancia de sua qualidade” (BRASIL, 2014).

Os produtos tradicionais fitoterapicos, por sua vez, sdo considerados como

aqueles

"obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas
ativas vegetais cuja seguranca e efetividade sejam baseadas em dados
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de uso seguro e efetivo publicado na literatura técnico-cientifica e que
sejam concebidos para serem utilizados sem a vigilancia de um
médico para fins de diagndéstico, de prescricdo ou de monitorizagao"
(BRASIL, 2014).

De acordo com a OMS, a medicina tradicional € encontrada em quase todos
0s paises do mundo e a demanda por seus servicos estd em franca ascensdo (WHO,
2013). Embora os medicamentos a base de plantas apresentem menos efeitos colaterais,
a ideia de que sdo seguros e livres de reacdo indesejada é falsa. As plantas contém
centenas de constituintes e alguns deles podem ser tdxicos, como por exemplo, os
alcaldides de pirrolizidina (CALIXTO, 2000). Este fato conduz a importancia da
qualidade dos medicamentos a base de material vegetal, a qual tem um impacto direto
sobre a seguranca e eficicia desses produtos na satde humana (WHO, 2013).

Neste sentido, a padronizacdo do extrato é necessaria devido as variacdes
temporais e espaciais no conteudo total, bem como as proporcdes relativas de
metabdlitos secundarios nas plantas, que ocorrem em diferentes niveis (sazonais e
diérias; intraplanta, inter- e intraespecifica) e, apesar da existéncia de um controle
genético, a expressdo pode sofrer modificacdes resultantes da interacdo de processos
bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos, afetando a eficiéncia das substancias
ativas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A época em que o material vegetal é coletado é um dos fatores de maior
importancia, visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes
ativos ndo é constante durante o ano (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). De fato, os
metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente circundante; portanto, sua sintese € frequentemente afetada por condicdes
ambientais (KUTCHAN, 2001).

Com base nas consideracdes apresentadas acima, bem como em uma das
acOes da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), que se
propde a "desenvolver estratégias de comunicacdo, formacdo tecnico-cientifica e
capacitacdo no setor de plantas medicinais e fitoterapicos" (BRASIL, 2009), o presente
estudo optou pela investigacdo da espécie vegetal Kalanchoe brasiliensis Cambess.
(Crassulaceae DC) em duas épocas do ano: janeiro (verdo) e setembro (primavera).

Kalanchoe brasiliensis, popularmente conhecida como saido, orelha de
macaco, folha grossa ou folha da sorte, € uma planta nativa do Brasil, distribuida da

Bahia a Sdo Paulo, e tradicionalmente usada no tratamento de lesbes, abscessos,
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processos inflamatdrios e enfartamento ganglionar (LUCAS; MACHADO, 1946;
ROSSI-BERGMANN et al., 1997).

Com base no uso tradicional que evidencia o potencial terapéutico desta
planta medicinal, o presente estudo teve como objetivo investigar 0s potenciais
antioxidante pelo método do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH?-), teste de reducdo da complexacdo do fosfomolibdénio e ensaio de co-oxidagédo
do sistema B-caroteno/acido linoleico, e antibacteriano por meio das determinagdes da
Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e da
classificacdo do efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico in vitro dos
extratos obtidos das folhas de K. brasiliensis coletadas em janeiro (veréo) e setembro
(primavera) e a atividade anti-inflamatdria topica in vivo por meio do edema de orelha
induzido pelos agentes flogisticos 6leo de Croton, histamina e fenol e pelos extratos
hidroetandlicos 50% e 70% obtidos das folhas dessa espécie vegetal coletadas em
janeiro, visando corroborar seu uso tradicional bem como oferecer subsidio cientifico

para novas opcdes terapéuticas seguras e eficazes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS VISANDO O DESENVOLVIMENTO DE
MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS OU PRODUTOS TRADICIONAIS
FITOTERAPICOS

As plantas medicinais sdo utilizadas por grande parte da popula¢gdo mundial
como uma terapia alternativa para tratar muitas doencas, sendo uma pratica comum hé
milhares de anos. No entanto, a busca dos constituintes ativos presentes nestas espécies
vegetais comecou somente a partir do século XIX, levando a concep¢do do primeiro
farmaco com as caracteristicas que hoje conhecemos (isolamento da morfina a partir da
papoula por Friedrich Serturner em 1806) (DUTRA et al., 2016).

Segundo Foglio e colaboradores (2006), as plantas medicinais podem ser
consideradas como

"guaisquer espécies vegetais que, em um ou mais dos
seus Orgdos, contém substancias que podem ser administradas sob
qualquer forma e por alguma via ao homem, exercendo algum tipo de
acdo farmacoldgica" (FOGLIO et al., 2006).

As plantas medicinais podem ser classificadas de acordo com sua ordem de
importancia, iniciando-se por aquelas empregadas diretamente na terapéutica, seguidas
daquelas que constituem matéria-prima para manipulacao e, por Gltimo, das empregadas
na industria para obtencdo de principios ativos ou como precursores em semi-sintese
(FOGLIO et al., 2006).

O interesse em medicamentos derivados de espécies vegetais aumentou
significativamente em todo o0 mundo, especialmente nos paises desenvolvidos tais como
alguns paises da Europa e Estados Unidos, e estima-se que o mercado mundial global
para essa classe de medicamentos tenha alcando, em 2014, cerca de 28 bilhdes de
ddlares americanos (DUTRA et al., 2016). Apesar da abundante biodiversidade
brasileira e do grande interesse da populacdo pelo uso da medicina tradicional, o
mercado nacional de fitoterapicos ainda é muito modesto, representando cerca de 261
milhGes de dblares americanos (DUTRA et al., 2016).
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Figura 1 - Distribuicdo mundial da comercializagdo de plantas medicinais
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Fonte: ADAPTADO DE DUTRA et al., 2016

Como exemplos de plantas utilizadas na medicina tradicional estéo as ervas
do ginseng de Panax (ginseng) usadas como tonico, Tanacetum parthenium Sch. Bip
(feverfew) utilizado para tratar enxaqueca, Allium sativum L. (alho) empregado para
diminuir o colesterol de baixa densidade e para tratar alguns distarbios cardiovasculares,
Matricaria chamomilla L. (camomila) recomendado como carminativo, anti-
inflamatorio e antiespasmadico, e Silybium marianum (L.) Gaertn usado para reparar a
funcdo hepatica, incluindo quadros de cirrose (DUTRA et al., 2016).

Apesar dos grandes avancos observados na medicina moderna nas Ultimas
décadas, as plantas ainda contribuem substancialmente para os cuidados a salde
(CALIXTO, 2000), uma vez que os produtos naturais foram as principais fontes de
matérias-primas para o desenvolvimento farmacéutico ao longo do século passado,
devido a sua composi¢do quimica (MISHRA; TIWARI, 2011).

De acordo com a legislacdo sanitaria brasileira e como descrito em detalhes
nas paginas 25 e 26, o medicamento obtido empregando-se exclusivamente materias-
primas ativas vegetais é conhecido como fitoterapico (BRASIL, 2004) e, geralmente,
seus principios ativos, responsaveis por sua acdo farmacoldgica, sdo desconhecidos

(CALIXTO, 2000). Na maioria das vezes, as atividades farmacologicas destes
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fitoterapicos sdo devido a uma gama de constituintes que atuam simultaneamente e de
forma sinérgica (ANSARI; ISLAM; SAMEEM, 2012).

Uma caracteristica basica dos agentes fitoterapicos é o fato de que
normalmente essas substancias ndo possuem uma acao farmacoldgica imediata ou forte.
Por esta razdo, estes medicamentos ndo séo utilizados para tratamento de emergéncia,
sendo frequentemente empregados, porém, na terapéutica de doencas cronicas
(CALIXTO, 2000). Ainda, algumas vantagens que justificam o uso dos fitoterapicos
podem ser salientadas, tais como os efeitos sinérgicos entre as substancias presentes no
extrato, associacdo de mecanismos por compostos agindo em alvos moleculares
diferentes, menores riscos de efeitos colaterais e menores custos de pesquisa (YUNES;
PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

No Brasil, o principal 6rgao responsavel pela regulamentacdo de plantas
medicinais e seus derivados é a ANVISA, que tem como fungdo proteger e promover a
salde da populacdo, garantindo a seguranca sanitaria de produtos e servicos e
participando da construcao de seu acesso (BRASIL, 1999). A regulamentacdo em vigor
para o registro de medicamentos fitoterapicos é a Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) 48/2004, que determina 0s aspectos essenciais ao registro, como identificacao
boténica das espécies vegetais utilizadas, padrdo de qualidade, identidade e provas de
eficacia e seguranca que validem as indicacOes terapéuticas propostas. Ha, ainda, as
Resolucdes Especificas (RE) como a RE 88/2004, que contempla a lista de referéncias
bibliogréficas para avaliacdo de seguranca e eficacia de fitoterapicos (CARVALHO et
al., 2008).

Finalmente, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do
Ministério da Saude divulgou uma lista contendo os nomes de 71 plantas com potencial
terapéutico, a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS),
cujo objetivo é

"orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a
elaboracdo da relacdo de fitoterapicos disponiveis para uso da

populacdo, com seguranga e eficacia para o tratamento de determinada
doenca" (BRASIL, 2009).

Em 06 de margo de 2009, a Agéncia de Saude divulgou que "a RENISUS
deverd ser revisada e atualizada periodicamente, a critério do Ministério da Saude"
(BRASIL, 2009).
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Com base nas consideragdes apresentadas, para selecdo das espécies
vegetais a serem estudadas, trés critérios podem ser adotados, a saber: (i) escolha da
planta de forma aleatoria, desprovida de qualquer critério, desde que haja
disponibilidade da espécie vegetal (abordagem randémica); (ii) escolha da planta
correlacionada com a ocorréncia de uma dada classe quimica de substancias em um
género ou familia (abordagem quimiotaxonémica ou filogenética); e (iii) escolha da
espécie vegetal baseada nas informacgdes do uso e evidéncias terapéuticas fornecidas
pela populacdo ou por um determinado grupo étnico (abordagem etnofarmacoldgica)
(MACIEL et al., 2002).

2.2 A FAMILIA CRASSULACEAE DC.

De acordo com os dados disponiveis no sitio eletrénico The Plant List - a
working list of all plant species, a familia Crassulaceae DC. é o principal grupo de
Angiospermas (plantas floridas) composto por 50 géneros e 1.482 espécies aceitas
(http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Crassulaceae/, acessado em 29 de
fevereiro de 2016). As espécies vegetais desta familia estdo distribuidas
principalmente em habitats semiaridos, sendo observadas nos paises das Américas
do Norte e Sul, incluindo o Brasil, Macaronésia [composta por trés arquipélagos,
Acores e Madeira (ambos pertencentes a Portugal) e ilhas Canarias (Espanha) (UE,
2010)], Africa do Sul, Madagascar, entre outros (MORT et al., 2001).

A Crassulaceae esta dividida em seis subfamilias distribuidas em duas
linhagens, Crassula L. (subdividida nas subfamilias Crassulaceae, Cotyledonoideae e
Kalanchoideae) e Sedum L. (Echeverioideae, Sedoideae e Sempervivoideae) (MORT
etal., 2001).

As espécies vegetais pertencentes a esta familia sdo herbaceas ou
sublenhosas, pouco ramificadas, que atingem até um (1) metro de altura,
especialmente durante a floragdo. Tém folhas suculentas, ovaladas ou obovadas
(quando a parte mais estreita da lamina foliar se encontra perto do peciolo ou da
bainha), de margens onduladas a subcrenadas. Os membros de Crassulaceae ndo séo
considerados plantas de cultivo importantes, sendo, porém, utilizados na horticultura.
Além disso, muitas espécies tém uma aparéncia atraente incomum, sendo bastante
resistentes e requisitando, dessa forma, apenas cuidados minimos de manutencio. E

notavel a estrutura xeromorfica (estrutura vegetal para adaptacéo a climas semiaridos
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a deserticos), particularmente a ocorréncia de adaptacdes para armazenamento de
agua na folha e no caule (MILAD; EL-AHMADY ; SINGAB, 2014).

2.2.1 O género Kalanchoe Adans.

O género Kalanchoe Adans. compreende de 150 a 200 espécies nativas de
areas tropicais, Africa e Brasil. No passado, este género foi inicialmente dividido em
trés, Kalanchoe, Bryophyllum e Kitchingia. Porém, a maioria dos boténicos resgatou
Kalanchoe como consensual (MILAD; EL-AHMADY; SINGAB, 2014). Geralmente,
plantas deste género s@o robustas, com folhas opostas e carnudas e flores amarelas,
roxas ou vermelhas (MILAD; EL-AHMADY; SINGAB, 2014; SMITH, 2004). Além
disso, possuem um importante papel na investigacdo da bioguimica e da ecofisiologia e
dos aspectos filogenéticos ligados ao metabolismo do acido crassulaceo (GEHRIG et
al., 2001), que consiste em assimilar o dioxido de carbono (CO,) atmosférico em acidos
de quatro carbonos, predominantemente durante a noite e, subsequentemente, converté-
los em carboidratos durante o dia seguinte, através do ciclo de Calvin (GEYDAN;
MELGAREJO, 2005).

Algumas das espécies mais importantes sdo Kalanchoe blossfeldiana
Poelln., Kalanchoe brasiliensis Cambess., Kalanchoe crenata Andrew, Kalanchoe
gracilis L., Kalanchoe marmorata Baker, Kalanchoe pinnata Lam., Kalanchoe
spathulata DC. e Kalanchoe streptantha Baker (MILAD; EL-AHMADY:; SINGAB,
2014).

Sob 0 ponto de vista do uso tradicional, em paises como india, Sri Lanka,
Nigeéria e Taiwan, espécies deste género sdo utilizadas no tratamento de otite, disenteria,
abscessos, doencas de pele, febre, tosse, picadas de insetos, artrite e Ulceras gastricas
(MILAD; EL-AHMADY; SINGAB, 2014; MOURAO et al., 1999). No Brasil, o suco
de Kalanchoe ¢ utilizado localmente para o tratamento de feridas e furinculos, doenca
periodontal e contusdes, sendo que as espécies mais utilizadas para fins medicinais sao
K. brasiliensis e K. pinnata (LORENZI; MATQS, 2000).

Sob a otica da Farmacologia, diversas atividades biologicas sdo atribuidas as
especies de Kalanchoe, tais como anticancerigena (HSIEH et al., 2015), anti-
hipertensiva (FRIMPONG-MANSO et al., 2015), inibidora da ativagdo de linfdcitos
(MORAES et al.,, 1994), imunossupressora (PAIVA et al., 2008b), inibidora do
desenvolvimento das células B (PAIVA et al., 2008a), leishmanicida (SILVA; COSTA;
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MENDONCA, 1995), hepatoprotetora (YADAV, DIXIT, 2003), antibacteriana
(SARKAR et al., 2015) e anti-inflamatéria (COSTA et al., 2006; MOURAO et al.,
1999).

Em investigacdo realizada por Nguelefack e colaboradores (2006), o efeito
do extrato de cloreto de metileno:metanol (1:1) das folhas de K. crenata foi avaliado
sobre convulsbes induzidas por pentilenotetrazol, sulfato de estricnina e
tiossemicarbazida. Este extrato aumentou significativamente o periodo de laténcia das
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol e reduziu, de forma também significativa, a
duracgéo dos ataques induzidos pelos trés agentes convulsivantes (NGUELEFACK et al.,
2006).

Em 2007, Harlalka, Patil e Patil reportaram, em estudo in vivo utilizando
ratos Wistar, que o extrato aquoso das folhas de K. pinnata possuia atividade
antioxidante significativa, bem como um efeito neuroprotetor em caso de
nefrotoxicidade induzida por gentamicina (HARLALKA; PATIL; PATIL, 2007).

A partir de diferentes espécies de Kalanchoe, diversos metabolitos e
substancias pertencentes as classes quimicas distintas tais como flavonoides
glicosilados, antocianinas, cumarinas, bufadienolideos, triterpenoides, fenantrenos,
esterois, acidos graxos e substancias puras como o kalanchosideo dimalato, tém sido
isolados, purificados e identificados (MILAD; EL-AHMADY ; SINGAB, 2014).

2.2.2 A espécie Kalanchoe brasiliensis Cambess.

Como as demais espécies pertencentes ao género Kalanchoe, K.
brasiliensis, cuja sinonimia cientifica ¢é Kalanchoe laciniata (L.) DC.
(http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-8902741, acessado em 01 de mar¢co de
2016), € uma planta amplamente distribuida em Madagascar e Brasil (Figura 2), onde é
observada desde a Bahia até S&o Paulo (MOURAO et al., 1999), sendo popularmente
conhecida como coirama branca, saido, folha da costa, orelha de macaco, folha grossa
ou folha da sorte (LORENZI; MATOS, 2000; MOURAO et al., 1999). Apesar desta
sinonimia cientifica, K. laciniata é a espécie-tipo do género Kalanchoe, sendo
diferenciada nas investigacbes envolvendo K. brasiliensis (The Plant List:
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-8902741, acessado em 01 de marco de
2016). Este fato pode ser constatado ao se utilizar K. laciniata como palavra-chave no

Pubmed, importante plataforma de busca cientifica amplamente empregada na area de
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salde, e cujo resultado obtido foi "no items found" (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/
pubmed/?term=Kalanchoe+laciniata, acessado em 02 de marco de 2016). Assim, no
presente estudo foi utilizada a denominacdo K. brasiliensis para se referir a espécie
vegetal objeto de estudo, mas com o cuidado de se atualizar a literatura empregando-se

os dois nomes cientificos como palavra-chave sempre que necessario.

Figura 2 - Distribuicdo geogréfica de Kalanchoe brasiliensis

As zonas de cor verde no mapa representam a distribuicao geografica de Kalanchoe brasiliensis.

Fonte: (http://www.tropicos.org/MapsCountry.aspx?maptype=4&Ilookupid=8902740, acessado
em 01 de marco de 2016)

K. brasiliensis é uma planta herbécea, pouco ramificada e que atinge até um
(1) metro de altura especialmente durante a floragéo, possui folhas suculentas, ovaladas
e de margens onduladas a subcrenadas e flores de tom amarelo-alaranjado dispostas em
grandes paniculas, como apresenta a Figura 3 (LORENZI; MATQS, 2000).

Figura 3 - Fotografia da exsicata de Kalanchoe brasiliensis depositada no Herbario Leopoldo
Krieger (CESJ n° 43980) da Universidade Federal de Juiz de Fora

W

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Na medicina tradicional, as folhas desta planta medicinal séo utilizadas para
0 tratamento de lesBes, abscessos, processos inflamatorios e ganglios dilatados
(LUCAS; MACHADO, 1946; ROSSI-BERGMANN et al., 1997).

Adicionalmente, entre os estudos encontrados na literatura que corroboram
a sustentacdo do uso popular-terapéutico de K. brasiliensis sdo encontradas as
atividades antitlcera (MEDEIROS; WANDERLEY, 2009), inibidora da tiroide
peroxidase (FERREIRA; ROSENTHAL; CARVALHO, 2000), inibidora da
acetilcolinesterase (FEITOSA et al., 2011), imunomodulatoria (COSTA et al., 1994;
IBRAHIM et al., 2002), larvicida (TREVISAN et al., 2006), antibacteriana (SILVA et
al., 2009) e anti-inflamatoria (COSTA et al., 2006; FONSECA et al., 2004; IBRAHIM
etal., 2002; MOURAO et al., 1999).

O potencial anti-inflamatério desta espécie vegetal foi descrito por Mouréo
e colaboradores (1999), ao investigarem o suco das folhas antes e durante o periodo de
floracdo por meio do modelo de inflamacé&o por edema de pata induzido por carragenina
em ratos Wistar, cujo resultado demonstrou um significativo efeito farmacoldgico desse
suco antes do periodo de floracdo e uma acdo pré-inflamatéria quando a planta
apresentava flor (MOURAO et al., 1999).

Quanto ao potencial antibacteriano, ao se efetuar uma busca no Pubmed
utilizando como palavras-chave antibacterial activity e Kalanchoe brasiliensis, o
resultado obtido ndo revelou nenhuma publicacdo cientifica com esse foco
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=antibacterial+activity+of+Kalanchoe+br
asiliensis, acessado em 01 de marco de 2016). Porém, esse mesmo exercicio localizou
dois artigos quando usada a plataforma Google de busca, a saber: Silva e colaboradores
(2009) e Igbal e colaboradores (2016).

Silva e colaboradores (2009) investigaram a propriedade antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico (etanol 90%) e do 6leo essencial das folhas e da alcoolatura
(etanol 95%) do caule de K. brasiliensis pela determinacdo da CIM por meio do método
de difusdo em agar e cinética bactericida frente cepas bacterianas Gram-positivas e
Gram-negativas e fungos leveduriformes do género Candida. Estes autores descreveram
que somente o 6leo essencial revelou atividade e que nas concentracfes de 4% e 8%
mostrou-se ativo frente a todas as cepas de Staphylococcus aureus testadas, inclusive
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (do inglés methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, MRSA) (SILVA et al., 2009).
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Em 2016, Igbal e colaboradores reportaram as atividades antioxidante,
antibacteriana e moduladora intestinal de K. laciniata, sinonimia de K. brasiliensis
como descrito na pag. 33, e descreveram o efeito antibacteriano do extrato metandlico
70% obtido a partir das folhas secas dessa espécie vegetal. Segundo estes autores, esse
extrato foi ativo frente a S. aureus e Bacillus subtilis, com valores de CIM e de
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de 5 e 2,5 mg/mL e de 10 e 5 mg/mL,
respectivamente.

Sob o ponto de vista quimico, Costa e colaboradores (1994) isolaram e
identificaram sete derivados ramnosideos da patuletina, determinando as estruturas por
espectrometria de massa ‘H-'H e 'H-*C COSY, descrevendo trés novas patuletinas
acetil di-0 ramnosideo, kalambrosideos A, B, e C, no suco de K. brasiliensis (COSTA et
al., 1994). Cruz e colaboradores (2012), por sua vez, estudaram durante seis meses 0
efeito da distribui¢do de antocianinas sob a influéncia de quatro niveis de luminosidade.
A quantificacdo dessas substancias em peciolos mostrou que as amostras com uma
intensidade de 70% de luz possuiam niveis de antiocianina maiores do que agquelas com
25%, mas nas folhas ndo houve resultados significativos (CRUZ et al, 2012).

Na Tabela 1 estdo apresentadas as substancias isoladas a partir de diferentes
extratos obtidos de K. brasiliensis descritas na literatura. Pela anélise desta Tabela, pode
ser observado o predominio de flavonoides, especialmente os compostos glicosilados da

patuletina.
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Tabela 1 - Dados das substancias identificadas em Kalanchoe brasiliensis descritas na literatura

Peso Parte
Substancia Estrutura molecular da Referéncia
(9/mol) Planta

Kalambrosideo A

CaHixO1s  Caulese COSTA et
7086174  folhas  al, 1994

Patuletina 3-O-a-
L-ramnopiranosil-
7-O-0 -L-
ramnopiranosideo

3-0-(4”-0-acetil-o-
L-ramnopiranosil)-
7-0-(37"*-O-acetil-
a-L-
ramnopiranosideo)

CaHssHis  Caulese  COSTA et
708,6174 folhas al., 1994

Kalambrosideo B CyoH34047; Caulese COSTA et

folhas al., 1994
666,5808

Kalambrosideo C
CaHauOv  Caulese COSTA et
666,5808  folhas al., 1994
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Continuacéo da Tabela 1

Substancia

Estrutura Peso Parte Referéncia
molecular da
(g/mol) Planta

Patuletina 3-O-a-
L-ramnopiranosil-
7-0-(3"'-O-acetil-a-
L-
ramnopiranosideo)

o CaoHuOr  Caulese  COSTA et
6665608  folhas  al, 1994

Patuletina 3-0-
ramnosideo

Cx»H»04, Caulese COSTA et

/@\H folhas  al., 1994
" 478,4029

Patuletina 3,7-di-
O-ramnosideo

CgH3,015 Caulese COSTA et
folhas al., 1994
624,5441

Quercetina

Quercetina 3-
ramnosideo

o Cy1H201; Partes MILAD,;
aéreas EL-
448,3769 AHMADY:
SINGAB,
2014
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Continuacéo da Tabela 1

Substéncia Estrutura Peso Parte Referéncia
molecular da
(g/mol) Planta

OH

Complexo "o Nao Partes  PAIVA et
kalanchosina e H encontrado  aéreas  al., 2008a
acido malico !

8_

metoxiquercetina
| CisH1205 Folhas TREVISAN

et al., 2006
332,2616

3,3'4'5,7-
Pentaidroxi-8-
metoxiflavona

3,7-di-O-a-L- M O | . CassHsO19  Folhas  TREVISAN

minopiranosil o ool et al., 2006
ra |og_|ra osi : I 766.23

metoxiquercetina ?\#»

3,7—di—O— H;% O | C35H42018 Folhas TREVISAN

raminosil 8- G [ 250,24 et al., 2006
metoxicanferol W '

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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2.3 METABOLISMO VEGETAL: COMPOSTOS FENOLICOS

Sdo conhecidas aproximadamente 8.000 diferentes estruturas de substancias
fenolicas encontradas nas plantas que, quimicamente, compartilham uma caracteristica
estrutural comum, a incidéncia no anel aroméatico de pelo menos uma hidroxila
substituinte (Figura 4) (DZIALO et al., 2016; STALIKAS, 2007). Conforme mostra a
Figura 4, neste ponto, geralmente o hidrogénio é substituido por um residuo mais ativo,
tais como hidroxilo, metilo ou acetilo. Deste modo, as propriedades bioldgicas variaveis
dos compostos fenolicos resultam a partir do padrdo e grau dos substitutos (DZIALO et
al., 2016).

Figura 4 - Imagem ilustrativa da estrutura basica de um fenol simples

OH

Fonte: ADAPTADO DE BRAVO, 1998

Os compostos fenolicos podem ser divididos em dois principais grupos,
flavonoides e ndo flavonoides. Os flavonoides s&o divididos em seis subclasses
principais, a saber: flavonois, flavonas, flavanonas, flavan-3-ois, isoflavonas e
antocianidinas (STALIKAS, 2007). A segunda classe de compostos fendlicos, os ndo
flavonoides, correspondem aos acidos fendlicos, lignanos, estilbenos, taninos e lignina
(DZIALO et al.,, 2016). Na Figura 5, estdo ilustradas as estruturas béasicas dos

compostos fenolicos.
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Figura 5 - Imagem ilustrativa das principais estruturas dos compostos fenélicos
Compostos fenolicos flavonoides

Flavonol Flavona Flavan-3-ol

Flavanona Isoflavona

o
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ot °H P Wand “OH
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Os é&cidos fendlicos mais comuns nos tecidos das plantas sdo os acidos
hidroxicinamicos (como por exemplo, acidos cafeico, clorogénico, o-, m- e p-cumarico,
ferilico e sinapinico) e hidroxibenzoicos (&cidos galico, p-hidroxibenzoico,
protocatecuico e vanilico), que ocorrem na forma associada como ésteres ou
glicosideos. Os taninos podem ocorrer como hidrolisaveis (formados na via metabdlica

dos acidos fendlicos com agucares) ou condensados. Como exemplo de lignanas, que
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sdo compostos dimeros fenilpropanoides, estdo as secoisolariciresinol, lariciresinol,
pinoresinol e matairesinol (DZIALO et al., 2016).

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais tém sido desenvolvidos
métodos espectrofotométricos diversos. Estes ensaios se baseiam em diferentes
principios e sdo utilizados para determinar varios grupos estruturais presentes nestes
compostos (NACZK; SHAHIDI, 2004), sendo os métodos de Folin-Ciocalteau ou
Folin-Denis os mais empregados. O reagente Folin-Ciocalteau consiste da mistura dos
acidos fosfomolibdico e fosfotungstico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-
se no estado de oxidagdo 6"; porém, na presenca de certos agentes redutores como 0s
compostos fenolicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul (Figura
6) (SOUSA et al., 2007). O reagente Folin-Denis, por sua vez, ¢ uma solucédo
constituida por uma mistura de tungstato de sodio, acido fosfomolibdico e acido
fosforico (FOLIN; DENIS, 2012).

Figura 6 - Esquema representativo da reacdo do acido galico com molibdénio

COOH co0
Na,CO4 fJ::::l&
_

HO OH HO OH

OH OH

Coo" o{e]0]

+2 Mo — +2Mo® + 2 H'

HO OH o) OH

OH 0

Fonte: OLIVEIRA et al., 2009

Na planta, os compostos fendlicos podem atuar como fitoalexinas, atraentes
para polinizadores, contribuintes para a pigmentacdo da planta, antioxidantes e agentes
protetores contra a luz ultravioleta (UV), entre outros. Em alimentos, podem contribuir
para a amargura, adstringéncia, cor, sabor, odor e estabilidade oxidativa dos produtos
(NACZK; SHAHIDI, 2004). Na satde, varios beneficios tém sido atribuidos a estes
compostos e suas importantes atividades bioldgicas e farmacoldgicas implicam em um

objeto atual de pesquisa, especialmente por suas propriedades anti-inflamatoria
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(DZIALO et al.,, 2016), antioxidante (ABE et al., 2007; DZIALO et al., 2016;
PERRON; BRUMAGHIM, 2009), antibacteriana (DZIALO et al., 2016),
antienvelhecimento (DZIALO et al., 2016), e no tratamento de doencas de pele
(DZIALO et al., 2016) e de desordens neurodegenerativas (JONES et al., 2012).

Sobre o potencial antioxidante, os compostos fendlicos sdo amplamente
estudados, sendo associado a estrutura anelar da molécula, as duplas ligacoes
conjugadas e a presenca de grupos funcionais no anel que atuam: a) inibindo a formacéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO), que leva a extincdo de oxigénio singlete; b)
produzindo quelacdo dos ions metélicos, que sdo os catalisadores de reagdes que
conduzem a formacdo de ERO; e c) interrompendo a cascata de rea¢des de radical livre
na peroxidacao lipidica (DZIALO et al., 2016; PERRON; BRUMAGHIM, 2009).

2.3.1 Flavonoides: aspectos gerais

Os flavonoides sdo um dos maiores grupos de metabolitos secundarios
presentes nas plantas e desempenham um importante papel como substéncias de defesa
e sinalizacdo na reproducdo, patogénese e simbiose (RIJKE et al., 2006). Estdo
envolvidos em mecanismos de resposta contra o estresse, sequestrando ERO produzidas
pelo sistema de transporte de elétrons fotossintéticos, elevada radiacdo UV, infeccdo
microbiana ou ataque de herbivoro (RIJKE et al., 2006; STALIKAS, 2007).

Sao formados pela combinacdo da fenilalanina e acido acético, por meio da
via metabdlica do &cido chiquimico. Inicialmente, a fenilalanina € transformada em
acido cinamico, pela acdo da fenilalanina amdénia liase (PAL), que é a enzima
responsavel por ligar os metabolismos primario e secundario. Apds a formacédo do acido
cinamico, esse é hidroxilado a &cido cumarico que, posteriormente, é transformado em
4-cumaroil-CoA, que € condensado a trés (3) unidades de malonil-CoA, gerando uma
chalcona a partir da qual todos os flavonoides sdo formados (HUBER; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2008). A estrutura quimica dos flavonoides estd composta de um nucleo de
15 moléculas de carbono, que consiste de dois aneis fenolicos A e B e um anel C
(Figura 7), ocorrendo como agliconas, glicosideos e derivados metilados (TAPAS;
SAKARKAR; KAKDE, 2008).
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Figura 7 - Imagem ilustrativa da estrutura basica dos flavonoides

Fonte: ADAPTADO DE STALIKAS, 2007

Em plantas, os flavonoides estdo frequentemente presentes como O-
glicosideo (com substituintes de acucar ligados a um grupo hidroxilo da aglicona,
normalmente localizada na posi¢do 3 ou 7) e/ou como C-glicosideos (que tém grupos
acucar ligados a um carbono da aglicona, usualmente 6-C ou 8-C). Os carboidratos mais

comuns sdo ramnose, glicose, galactose e arabinose (Figura 8) (RIJKE et al., 2006).

Figura 8 - Imagens ilustrativas das estruturas dos hidratos de carbono presentes em flavonoides

0. _OH O._..OH O JOH =, O .OH
HO ' HO Q
HO" ™ “OH HO “OH  HO “OH HO” ™ “OH
OH OH OH OH

B-D-glucose  L-arabinose [-D-galactose  L-ramnose

Fonte: ADAPTADO DE RIJKE et al., 2006

Com base nas diferentes estruturas no anel C e como mencionado na pagina
40, os flavonoides podem ser classificados em seis grupos, a saber: flavonois, flavonas,
flavan-3-ois, flavanonas, isoflavonas e antocianidinas (AVIOR et al., 2013; DZIALO et
al., 2016; HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

O isolamento e a identificacdo dos flavonoides, bem como a correlagdo das
suas estruturas, muitas vezes sdo etapas dificeis, devido as semelhangas das suas
estruturas e as polaridades que apresentam, mas nos ultimos anos, notaveis avangos na
descoberta dessas moléculas tém sido realizados devido a combinacdo de
instrumentacao robusta, tais como cromatografia liquida e espectrometria de massas
(TSIMOGIANNIS et al., 2007).
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Os flavonoides sd@o comumente extraidos de materiais vegetais com
metanol, etanol, dgua, ou sua combinac¢do, mas em alguns casos esses solventes sdo
acidificados a fim de hidrolisar aqueles glicosilados (NACZK; SHAHIDI, 2004). Seo e
colaboradores (2013) investigaram o efeito de diferentes solventes sobre a extracédo
destas substancias das folhas de Psidium guajava L. (goiabeira). Neste estudo, foram
preparados extratos hidroetandlicos das folhas desta espécie vegetal nas proporgdes de
etanol:agua (v/v) 70:30, 50:50, 70:30 e 90:10, bem como utilizando etanol, metanol e
agua. Estes autores relataram que o teor de flavonoides totais dos extratos
hidroetandlicos foi superior aquele observado no metandélico. Ainda, entre as quatro
proporcOes etanol:4gua testadas, o maior valor foi observado com o extrato
hidroetandlico a 70% (Figura 9) (SEO et al., 2013).

Figura 9 - Resultado dos valores do teor de flavonoides totais de Psidium guajava

A B
B0
ol Teor de Flavonoides Totais
ol 40 Teor de Flavonoides Totais
50} . — 30 -
_ t
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\ W Ll L
o
Agua Etanol Metanol " L 1 #

A) Resultado dos valores do teor de flavonoides totais das folhas de P. guajava utilizando &gua,
etanol e metanol; e B) Resultado dos valores do teor de flavonoides totais das folhas de P.
guajava utilizando etanol:agua 30%, 50%, 70% e 90%.

Fonte: ADAPTADO DE SEO et al., 2013

Quanto a identificacdo das classes de flavonoides, os espectros de absorcao
UV-Visivel (VIS) fornecem informagdes sobre a estrutura dessas substancias devido a
presenca de fragmentos especificos dos aneis A e B (Figura 7). Assim, a analise desses
fragmentos tem sido empregada para a identificagdo de flavonoides desconhecidos,
tendo como base os espectros de absor¢do UV-VIS e a correlagdo com aqueles obtidos
com os padrdes auténticos utilizados (BOUE et al., 2003). Os espectros tipicos de UV-
VIS de flavonoides incluem duas bandas, a saber: 1) banda A, detectada na faixa de
comprimento de onda de 300 a 383 nm; e 2) banda B, observada na faixa de
comprimento de onda de 250 a 295 nm (TSIMOGIANNIS et al., 2007). A Tabela 2
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apresenta as bandas A e B e os comprimentos de ondas onde elas sdo observadas nas
cinco classes de flavonoides.

Tabela 2 - Classes de flavonoides e suas respectivas bandas A e B de absorcdo e comprimentos
de onda

Classe de Flavonoide Banda B (nm) Banda A (nm)
Flavona 250 - 290 310 -350
Flavonol 250 - 290 350 - 385
Flavan-3-ol 250 - 290 300 - 360
Flavonona 277 - 295 300 - 330
Dihidroflavonol 277 - 295 300 - 330

Fonte: ADAPTADO DE TSIMOGIANNIS et al., 2007

De acordo com Bloor (2001), o sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) é considerado o de escolha para a analise de flavonoides, devido a
disponibilidade de comprimentos de ondas que se pode avaliar e ao fato de que a
maioria dessas substancias possue espectros de absorcdo UV-VIS caracteristicos.
Segundo este autor, na maioria das vezes as separacfes séo realizadas utilizando uma
coluna de fase reversa e um sistema de eluicdo gradiente, comegcando com uma fase
predominantemente aquosa e introduzindo uma proporcao crescente de um solvente
organico tal como metanol ou acetonitrilo. Como a maioria dos flavonoides é ionizavel,
alguns acidos sdo geralmente adicionados a fase moével para controlar o pH (BLOOR,
2001).

Para a caracterizacdo estrutural, o CLAE acoplado a espectrometria de
massas (CLAE-MS) tem sido comumente utilizado e a espectrometria de massas por
ionizacdo por eletropulverizacdo (ESI-MS) tem sido empregada para confirmacao
estrutural de compostos fendlicos em ameixas, péssegos, nectarinas, sementes de uva,
alimentos de soja, cacau, azeite e folhas de noz (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Quanto as atividades bioldgicas dos flavonoides, segundo Huber e
Rodriguez-Amaya (2008) essas propriedades dependem da estrutura quimica e dos
varios substituintes da molécula, uma vez que a estrutura basica pode sofrer uma série
de modificacOes, tais como glicosilagéo, esterificacdo, amidagdo, hidroxilagdo, entre
outras alteracOes, que irdo modular a polaridade, toxicidade e o direcionamento
intracelular dessas substédncias (HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). Estas

modificagdes estruturais também interferem na absorcdo, de modo que os flavonoides
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glicosideos sdo pouco absorvidos devido a hidrolise por enzimas bacterianas no
intestino. No entanto, estudos recentes sugerem que um grau de absorcdo destas
substancias pode ocorrer no intestino delgado (STALIKAS, 2007).

Entre as diversas atividades farmacologicas atribuidas aos flavonoides estdo
antioxidante (MACHADO et al., 2008), anti-inflamatéria (KIM et al., 2004; ROGERIO
et al.,, 2007), antiviral (COWAN, 1999), antibacteriana (COWAN, 1999) e
neuroprotetora (JONES et al., 2012). Jones e colaboradores (2012) mostraram o poder
neuroprotetor desta classe quimica, atribuindo os efeitos positivos a eliminacdo de
radicais, como quelacdo de metais, ativagdo de genes de sobrevivéncia e vias de
sinalizacdo, regulacdo da funcdo mitocondrial e modulacdo da neuroinflamacdo (JONES
etal., 2012).

Estudos demonstraram que a quercetina possui um excelente potencial
antioxidante in vitro, sendo o flavonoide com o maior poder sequestrador de ERO. Este
elevado poder se deve a presenca de catecol no anel B e de hidroxila na posi¢do 3 do
anel C (HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; ROGERIO et al., 2007). Esta
atividade depende da estrutura quimica da molécula e pode ser determinada por cinco
fatores: 1) reatividade como agente doador de H e elétrons; 2) estabilidade do radical
flavonoil formado; 3) reatividade frente a outros antioxidantes; 4) capacidade de quelar
metais de transicdo; e 5) interacdo com as membranas (ALVES et al., 2007). Alguns

flavonoides com atividade antioxidante sdo apresentados na Figura 10.

Figura 10 - Imagem ilustrativa da estrutura quimica de alguns flavonoides com atividade

antioxidante

OH

oH
rj,OH A \”fOH ’/L\/

Ho S = —~gy HO ,&/
H

T T ~°
Sy o < A
OH S
OH (o] r
b T L
uercetina iriciti
Q Mirfcitina Luteolina
OH OH OH
/J‘\T/OH — oH — OH
|
(o] — e
‘r“ufjl; Ty T et
S ~ s =
= OH T ﬂ/ \ﬁ/ — T ~OH
o OH o OH O

Fustina Eriodictol

Fonte: ADAPTADO DE ALVES et al., 2007
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Investigagdes tém demonstrado, repetidamente, que diferentes moléculas de
flavonoides exibem funcgdes anti-inflamatorias e os mecanismos de acéo para explica-las
incluem: (1) atividade antioxidante e eliminacdo de radicais; (2) regulacdo das
atividades celulares relacionada ao processo de inflamacéo; (3) regulacdo das enzimas
envolvidas no metabolismo de &cido araquidénico (fosfolipase A, ciclo-oxigenase,
lipoxigenase) e sintese de 6xido nitrico; (4) modulacéo e producdo de outras moléculas
pro-inflamatdrias; e (5) regulacio da expressdo génica pro-inflamatdria (GARCIA-
LAFUENTE, 2012).

2.4 METABOLISMO VEGETAL: FATORES QUE PODEM INTERFERIR NO
TEOR DOS COMPOSTOS FENOLICOS

A época em que um material vegetal é coletado implica em um dos fatores
de maior importancia, visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos
constituintes ativos, ndo é constante durante o ano (GOBBO-NETO; LOPES, 2007),
causando diferencas nas funcdes e aplicagdes clinicas (Y1 et al., 2009).

Entre os principais fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de
producdo de metabdlitos secundarios estdo a sazonalidade, ritmo circadiano e
desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo UV, nutrientes (macro
e micronutrientes), altitude, poluicdo atmosférica, inducéo por estimulos mecéanicos ou
ataque de patdgenos (Figura 11). Porém, estas variacdes podem ser decorrentes muitas
vezes do desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos 6rgaos, concomitante a uma
constancia no conteudo total de metabolitos secundarios, levando a uma menor
concentracdo por diluicdo, podendo, no entanto, resultar em maior gquantidade total,
devido ao aumento de biomassa (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Figura 11 - Imagem ilustrativa dos fatores que afetam a disponibilidade dos metabdlitos
secundarios
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Fonte: GOBBO-NETO; LOPES, 2007

H& uma bem estabelecida correlacéo positiva entre a intensidade de radiacdo
de luz e a producdo de substéncias tais como flavonoides, taninos e antocianinas
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). No caso especifico dos flavonoides, essas substancias
sdo acumuladas principalmente em tecidos superficiais e utilizadas pela planta como
filtros contra a radiagdo UV (CRUZ et al., 2011). Cruz e colaboradores (2012)
demonstraram como os diferentes niveis de luminosidade podem interferir no conteido
de flavonoides em K. brasiliensis, onde os tratamentos de 70 e 50% de luz apresentaram

maiores taxas dessas substancias (CRUZ et al., 2012).

2.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS
2.5.1 Aspectos gerais da atividade antioxidante
2.5.1.1 Estresse oxidativo
O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre a producdo de
ERO e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN), e sua eliminagdo, realizado por um

mecanismo de prote¢do, € referido como antioxidantes (REUTER et al., 2010), que de

acordo com Halliwell
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"antioxidante é qualquer substancia que, quando presente
em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo"
(HALLIWELL, 2000)

Estas substancias podem ser produzidas pelo prdprio organismo
[antioxidantes enzimaticos como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase; catalisadores hidrofilicos como urato, ascorbato e glutationa] ou
ingeridos em alimento (antioxidantes ndo enzimaticos como &cido ascérbico, &cido
lipidico, polifendis e carotenoides) (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013;
RATNAM et al., 2006).

O estresse oxidativo pode danificar lipidios, proteinas, enzimas, hidratos de
carbono e acido desoxirribonucleico (ADN) em células e tecidos, resultando em dano da
membrana, ou fragmentar moléculas aleatoriamente, levando a morte celular induzida
por fragmentacdo de ADN e pela peroxidacdo de lipidios (Figura 12). Esta
consequéncia contribui para o desenvolvimento de uma série de doencas, como por
exemplo, cancer, doencas cardiovasculares, distarbios neuronais, Alzheimer, Parkinson,
colite ulcerosa, inflamacgdo, envelhecimento e aterosclerose (ALAM; BRISTI;
RAFIQUZZAMAN, 2013; BECKMAN; AMES, 1998; KRISHNAIAH; SARBATLY;
NITHYANANDAM, 2011; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013; RATNAM et al.,
2006; REUTER, 2010; SILVA et al., 2012).

Figura 12 - Esquema representativo da cadeia de estresse oxidativo
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Fonte: ADAPTADO DE NIKI, 2010

Existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo (ERO,
ERN), que sdo atomos ou moléculas produzidas continuamente durante 0s processos

metabolicos e que atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias
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reacOes bioquimicas, desempenhando fungdes relevantes ao metabolismo (ALVES et
al., 2010; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006) (Figura 13).

Figura 13 - Esquema representativo da classificacdo dos antioxidantes
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As principais EROs se distribuem em dois grupos, radicalares [hidroxila
(HOe), superdxido (Oz¢), peroxila (ROO¢) ¢ alcoxila (RO¢)] e ndo-radicalares (oxigénio,
peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso). Dentre as ERNs incluem-se o 6xido
nitrico (NOe¢), 6xido nitroso (N,O3), acido nitroso (HNOy), nitritos (NO, ), nitratos
(NOs3 ) e peroxinitrito (ONOQ ). Sabe-se que 0s compostos que pertencem as varias

classes de componentes fitoquimicos, tais como fendis, flavonoides e carotenoides, sdo
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capazes de eliminar radicais livres, tais como Oze, OHe ou radical lipidico peroxilo
ROO- em sangue (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; FOGLIANO et al., 1999). Os
antioxidantes que podem sequestrar estes radicais livres previnem e apresentam alto
potencial terapéutico em doencas associadas ao estresse oxidativo.

Os antioxidantes sdo divididos em duas classes com base no mecanismo de
acdo, a saber: 1) antioxidantes de quebra-cadeia, que promovem a doagdo de um elétron
que estabiliza o radical livre existente, como vitamina E e [B-caroteno, que sdo
encontrados no sangue e nos fluidos do espaco extracelular, onde as enzimas
antioxidantes preventivas estdo ausentes ou estdo presentes em quantidades muito
pequenas; e 2) antioxidantes enzimaticos, que sequestram os radicais antes de iniciar
uma cadeia de oxidacdo (SCHEIBMEIR et al., 2005) (Figura 14).

Figura 14 - Esquema ilustrativo do processo de producdo de espécies reativas de oxigénio e seu
mecanismo de eliminacdo através de antioxidantes enzimaticos
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Fonte: ADAPTADO DE SCHEIBMEIR et al., 2005

2.5.1.2 Determinagéo da atividade antioxidante

Considerando a importancia cientifica do descobrimento de novos agentes
antioxidantes a serem utilizados na terapéutica, varios métodos com a finalidade de
avaliar a capacidade antioxidante de produtos naturais ou substancias sintéticas tém sido
desenvolvidos. Estes métodos podem ser separados em dois grupos, ensaios in vitro e in

vivo, e se baseiam em diversas estratégias: i) no consumo por antioxidantes de radicais
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livres estaveis; ii) na capacidade para reduzir ions cupricos ou férricos; iii) na
capacidade de proteger uma molécula alvo exposta a uma fonte de radicais livres; e iv)
na capacidade de inibir a oxidacao de lipoproteina de baixa densidade (LDL) (ALAM,;
BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

Dentre os estudos in vitro mais importantes para a investigacdo da atividade
antioxidante estdo a co-oxidag¢do do sistema [-caroteno/acido linoleico, a atividade
sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH-), radical hidroxila,
atividade quelante de metal, superdxido dismutase (SOD), entre outros (ALAM;
BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013) (Figura 15).

Figura 15 - Imagem ilustrativa da frequéncia de utilizacdo de métodos in vitro para
determinagdo da atividade antioxidante
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Fonte: ADAPTADO DE ALAM,; BRISTI; RAFIQUZZAM, 2013

A definicdo classica de antioxidante (item 2.5.1.1, pag. 50) é geralmente
entendida como a capacidade dessa substancia neutralizar radicais livres, como se
ilustra na equacéo (1):

AH +FRe — A*+FRH (1)
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onde AH representa um antioxidante e FRe um radical livre. Assim, a reacao
(1) é considerada a base do mecanismo classico de acdo e explica a capacidade do
antioxidante de inibir (ou desacelerar) muitos processos nocivos induzidos pelas
ERO/ERN em lipidios, proteinas ou ADN (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

A andlise do radical livre DPPHe tem sido preliminarmente utilizada na
pesquisa com produto natural por ser um método simples e sensivel. Descrito pela
primeira vez por Blois, em 1958, este meétodo sofreu pequenas modificacdes,
posteriomente, por indmeros pesquisadores. Este ensaio se baseia na medida da
capacidade antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar o DPPHe,
reduzindo-o a hidrazina (Figura 16). Quando uma determinada substancia que age como
doador de atomos de hidrogénio € adicionada a uma solucdo de DPPHse, a hidrazina é
obtida com mudanca simultanea da coloracdo de violeta a amarelo palido, caracterizada
por uma banda de absor¢do em solucdo de etanol entre 515 - 520 nm (ALVES et al.,
2010; CHEN; BERTIN; FROLDI, 2013).

Figura 16 - Esquema ilustrativo da reacdo entre o radical DPPHe ¢ um antioxidante através da
transferéncia de um atomo de hidrogénio
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Fonte: ADAPTADO DE OLIVEIRA, 2015

A porcentagem do sequestro de radicais livres é calculada utilizando a
equacao (2):
% inibic¢do do radical DPPHe = [(Apr — Aar) / Apr X 100] 2

onde Ay é a absorcdo antes da reacdo e A, corresponde a leitura da
absorbancia apds a ocorréncia da reagdo (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013;
KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDA, 2011). O resultado é normalmente
expresso utilizando o valor CEsp, definido como a concentracdo de antioxidante que
provoca uma diminuicdo de 50% na absorbancia do radical DPPH- (CHEN; BERTIN;
FROLDI, 2013).
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O ensaio de reducdo da complexacdo do fosfomolibdénio é baseado na
reducdo do teor de molibdénio (V1) para molibdénio (V), que ocorre na presenca de
substancias antioxidantes com a consequente formacdo de um complexo verde entre
fosfato/molibdénio (V) em pH &cido e é determinada espectrofotometricamente a 695
nm (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). Este método é quantitativo, uma vez que a
atividade antioxidante é expressa como o numero de equivalentes de &cido ascorbico ou
a-tocoferol (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).

O teste de co-oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoleico foi descrito
pela primeira vez por Miller (1971) e é um dos ensaios antioxidante mais adequados
para amostras de plantas. Neste ensaio, o &cido linoleico, que é um acido graxo
insaturado, é oxidado pelas ERO produzidas pela agua oxigenada. A capacidade
antioxidante é determinada pela medida da inibicdo da producdo de compostos
organicos volateis e a formacdo de dieno-hidroperéxidos conjugados resultantes da
oxidacdo do &cido linoleico. O produto formado comeca a oxidacdo do B-caroteno, o
que levara a uma descoloracdo da suspensdo. Esta atividade é medida em um
espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 434 nm. As substancias padrdo mais
comumente utilizadas sdo quercetina, butilhidroxitolueno e a-tocoferol. A atividade
antioxidante é calculada como porcentagem de inibicdo (% I) em relacdo ao controle,
usando a seguinte equacao (3):

1%=[1-(As — As120)/Ac — Ac120)] (3)

onde As equivale a absorbancia inicial, As120 é a absorbancia da amostra
em 120 min, Ac ¢ a absorcdo inicial do controle negativo e Ac120 é a absorbancia do
controle negativo a 120 min (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013;
KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDA, 2011). A eficiéncia do antioxidante é
calculada e expressa através dos valores de F1 e F2 (YANISHILIEVA; MARINOVA,
1995). F1 é calculado no tempo compreendido entre 15 a 45 minutos, pois é a parte da
reacdo em que a formacéo de radicais peroxidos é maior, avaliando-se a capacidade do
antioxidante em agir por mecanismos primarios; F2 é calculado no tempo compreendido
entre 75 a 105 minutos, pois nesta etapa avancada da reacdo € possivel avaliar a
eficiéncia do antioxidante em agir por mecanismos secundarios, interferindo nas reagdes
de formacdo de produtos secundarios da reagdo de oxidacdo, lembrando que, quanto
mais proximos os valores de F1 e F2 estiverem de 1, menor sera a atividade
antioxidante (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; JARDINI; MANCINI, 2007).
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2.5.2 Aspectos gerais da atividade antibacteriana

2.5.2.1 Importancia de novos agentes antibacterianos

Desde a descoberta da penicilina por Fleming, em 1929, os antibi6ticos
foram t&o bem sucedidos que, ingenuamente, as doengas bacterianas foram consideradas
derrotadas (PENESYAN; GILLINGS; PAULSEN, 2015). No entanto, com 0 aumento
crescente do uso destas subtancias, mais e mais bactérias patogénicas desenvolveram
resisténcia aos seus efeitos inibitorios (BARRIERE, 2015). Consequentemente, apesar
de sua eficécia inicial, a maioria dos antibidticos possui uma vida dtil limitada
(ALANIS, 2005), de tal forma que o World Economic Forum Global Risks, em seus
relatérios mais recentes, listou a resisténcia aos antibioticos como uma das maiores
ameacas a saude humana (BLAIR et al., 2015).

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibiéticos pode ocorrer
de forma natural (intrinseca) ou adquirida (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI;
DOBLE, 2008). Esta adaptacdo é principalmente ocasionada por quatro mecanismos: a)
modificacdo no sitio ativo do antibi6tico, resultando na reducdo da eficacia no receptor
do farmaco; b) inativacdo ou modificacdo do antibidtico por enzimas produzidas pelo
organismo; ¢) bombas de efluxo; e d) alteracdo da permeabilidade da superficie celular
(SHELDON, 2005; WRIGHT, 2011) (Figura 17).

Figura 17 - Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibidticos
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Em relacdo ao aumento da resisténcia aos agentes antibacterianos, existe
uma escassez de novas opgdes em desenvolvimento (BLAIR et al., 2015). Desde 1987,
nenhuma nova classe de antibioticos foi descoberta e disponibilizada para o tratamento
de infeccBes bacterianas sistémicas, e o lancamento de um novo antibidtico tornou-se
um evento raro nos ultimos anos. Por esta razdo, foi encorajador ver seis novos
antibioticos aprovados em 2015. Estes antibidticos foram aprovados por meio de
incentivos [Generating Antibiotic Incentives Now (GAIN)] da Food and Drug
Administration (FDA), que visam estimular a pesquisa de novos agentes antibacterianos
(The Center for Disease Dynamics, Economics & Policy, disponivel em:
https://cddep.org/blog/posts/recent_fda_antibiotic_approvals_good_news_and_bad_new
s/, acessado em 14 de janeiro de 2017).

Nesta busca por novas opc¢des terapéuticas de doencas infecciosas, as
plantas tém sido utilizadas por sua habilidade de sintetizar metabolitos secundarios,
dentre os quais alcaloides, chalconas, compostos aromaticos, cumarinas, esteroides,
fenois, lignanas, peptideos, terpenos e flavonoides, cujo potencial antimicrobiano tem
sido cientificamente explorado (COWAN, 1999; SANTHOSH,;
SURIYANARAYANAN, 2014). Os flavonoides, por exemplo, tém atividade
antibacteriana direta, sinergismo com antibidticos e supressdo de viruléncia bacteriana
(CUSHNIE; LAMB, 2011).

Assim, entre as estratégias utilizadas para superar a resisténcia microbiana
aos antibidticos, tem-se o emprego do efeito combinatério de substéncias, os agentes
modificadores ou moduladores de resisténcia (substancias que podem potencializar a
atividade de um antibiotico sobre cepas resistentes). Vale a pena ressaltar que existe
relato da atividade sinérgica de extratos de plantas ou seus fitoconstituintes, como por
exemplo: i) timol e carvacrol, que incrementam a permeabilidade celular, facilitando,
dessa maneira, a entrada dos antibi6ticos no citoplasma; e ii) reserpina, que inibe a
bomba de efluxo (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008).

Porém, apesar dos esforcos pela busca de novas opgOes terapéuticas e de
novos agentes antimicrobianos, o problema cresce dia apds dia e as perspectivas para a
utilizacdo de agentes antimicrobianos no futuro ainda estdo incertas. Assim, outras
medidas devem ser tomadas para minimizar o evento de resisténcia, tais como controlar
a utilizagdo de antibidticos, desenvolver investigacdo para compreender melhor os
mecanismos genéticos de resisténcia, e continuar os estudos de desenvolvimento de

novos medicamentos, sejam sintéticos ou naturais (NASCIMENTO et al., 2000).
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Neste sentido, a otimizacdo de métodos de triagem utilizados para a
identificacdo de agentes antimicrobianos a partir de fontes naturais é de grande
importancia (VALGAS et al., 2007).

2.5.2.2 Métodos de avaliacdo da atividade antimicrobiana

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos pode ser usado para a
descoberta de medicamentos, epidemiologia e previsdo do esquema terapéutico mais
apropriado, mas uma das dificuldades para os investigadores nessa area do
conhecimento € a falta de um método padronizado e validado para realizar investigacoes
in vitro de extratos e de substancias puras, ambos obtidos de plantas, como potenciais
agentes antimicrobianos (BOLUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). De modo geral, 0s
testes para investigacdo da atividade antibacteriana in vitro se baseiam naqueles
adotados para farmacos convencionais. Porém, varios fatores podem afetar o ajuste
destes protocolos quando sdo utilizados extratos e substancias puras, incluindo o tipo de
microrganismo a ser testado, concentracdo do inoculo, tipo de meio de cultura e
natureza dos extratos a serem testados (BURT, 2004; WILKINSON, 2006).

Sao trés os métodos disponiveis para a deteccdo da atividade antimicrobiana
de produtos naturais, a saber: bioautografico, difusdo e diluicdo (CHOMA; GRZELAK,
2011) (Figura 18). Os ensaios de bioautografia e difusdo implicam em técnicas
qualitativas, visto que informam sobre a presenca ou auséncia de substancias ativas com
potencial antimicrobiano. O método de diluicdo, por outro lado, é um teste quantitativo,
pois permite determinar a CIM, definida como a menor concentracdo de uma substancia
capaz de inibir visualmente o crescimento de um microrganismo (CLSI, 2012;
VALGAS et al., 2007).

Ao examinar extratos contendo fitoconstituintes desconhecidos,
interferéncias podem levar a resultados falso-positivos ou falso-negativos, visto que o
efeito antimicrobiano pode ser inibido ou aumentado por fatores extrinsecos ou
contaminantes. Assim, a principal vantagem do método de diluigdo é a possibilidade de
estimar a concentragdo da substancia difundida no agar ou em caldo que apresenta
efeito inibitorio de microrganismos. O campo de aplicacdo inclui extratos complexos,
substancias puras e amostras tanto polares quanto ndo polares (ELOFF, 1998; CHOMA;
GRZELAK, 2011).
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Figura 18 - Classificacdo dos métodos para detec¢do da atividade antimicrobiana in vitro
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Adicionalmente, o aprofundamento da investigacdo da atividade
antimicrobiana in vitro de substancias de fonte natural pode ser efetuado por meio de
cinética microbiana ou time-kill test, método mais apropriado para se determinar o
efeito bactericida ou fungicida, sendo considerado uma forte ferramenta para obtengéo
de informacdes sobre a interacdo dinamica entre 0 agente antimicrobiano e a cepa
microbiana. O time-kill revela um efeito antimicrobiano dependente do tempo e da
concentracdo (BOLUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

2.5.3 Aspectos gerais da atividade anti-inflamatéria

A pele, como interface com o meio externo, tem um papel importante de
protecdo, termorregulacdo e resposta imunoldgica, bem como na manutencdo e
desenvolvimento de defesa, uma vez que estd constantemente sujeita aos estimulos
externos, tais como patdgenos, agentes mecanicos e quimicos e resposta autoimune.
Estes estimulos desencadeiam uma resposta imediata de protecdo ao organismo,
denominada resposta inflamatéria (BECKER, 1997; FIRESTEIN, 2004).

A resposta inflamatéria implica em um processo biologico intimamente
orquestrado em sintonia com o sistema imunolégico, que pode ser induzido por uma
infeccdo microbiana ou lesdo do tecido, resultando na permeacéo de plasma e leucdcitos
para o local da lesdo ou infec¢do (FERGUSON, 2010; GARCIA-LAFUENTE, 2009). A
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lesdo cutdnea provoca a ativagdo de queratindcitos, proliferagdo e liberagdo dos
mediadores inflamatérios, tais como 6xido nitrico (NO), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucinas 1 (IL- 1) e 6 (IL-6) (ANTUNES-RICARDO et al., 2015;
CONFORTI et al., 2008).

De acordo com a literatura, sdo duas as fases da inflamacdo: aguda e
croénica. A primeira fase corresponde a uma etapa inicial medida por meio da ativagéo
do sistema imunoldgico, que persiste por um curto periodo de tempo, sendo
normalmente benéfica para o hospedeiro, como no caso de feridas e infeccdes (sem a
ativacdo do processo inflamatorio, esses quadros nunca iriam se curar). Se a inflamagéo
dura por um longo periodo de tempo, a segunda fase é ativada, o que predispbe o
hospedeiro as varias doencas cronicas, incluindo cancer (PHANSE et al.,, 2012;
REUTER et al., 2010).

Diferentes modelos de inflamacdo tém sido usados para determinar e
compreender 0s mecanismos de acdo de substancias sintéticas ou obtidas a partir de
fontes naturais sobre os mediadores pro-inflamatérios e marcadores bioquimicos, tais
como modelos de inflamacdo cutanea e dor, de inflamacdo nédo artritica e dano aos
tecidos e de artrite em animais (ANTUNES-RICARDO et al., 2015; GABOR, 2003).

O método de edema de orelha tem sido amplamente utilizado para a
investigacdo de novos medicamentos anti-inflamatdrios por permitir a identificacdo de
potenciais substancias como agentes anti-inflamatorios, podendo o edema de orelha ser
induzido por diferentes agentes flogisticos ou irritantes (6leo de Croéton, capsaicina,
acido araquidonico, fenol, entre outros) (ANTUNES-RICARDO et al., 2015).

O o6leo de Créton fornece dados em relacdo a atividade anti-eritematosa em
um processo inflamatério agudo. Seu constituinte principal é o éster de forbol 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), cuja aplicacdo tdpica local estimula o edema,
com infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares e hiperproliferagdo epidérmica, tais
como as prostanglandinas E, (PGE_), leucotrieno B4 (LTB,), histamina, serotonina e IL-
1 (PACHECO et al.,, 2014). Ocorre, ainda, ativacdo da proteina quinase C (PKC)
(WANG et al., 2001) e fosfolipase A, (KAST; FURSTENBERGER; MARKS, 1993),
indugédo da ciclo-oxigenase (SANCHEZ; MORENO, 1999; SCHOLZ et al., 1995) e
translocacédo ou ativacéo de lipoxigenase (WERZ et al., 2001). Além disso, ndo apenas
os inibidores da ciclo-oxigenase ou da 5-lipoxigenase, mas também os antagonistas do
LTB4 inibem o edema de pele induzido por TPA (MURAKAWA et al., 2006). Estes
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achados sugerem que os eicosanoides desempenham um papel importante no processo
inflamatorio da pele induzido pelo TPA (MURAKAWA et al., 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral investigar a composicdo
quimica e as atividades antioxidante e antibacteriana in vitro e a atividade anti-
inflamatoria topica in vivo dos extratos hidroetandlicos 30%, 50% e 70% das folhas de
Kalanchoe brasiliensis Cambess. (Crassulaceae), com o intuito de obter evidéncias

cientificas que possam subsidiar os usos medicinais pela populacéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seguem 0s objetivos especificos norteados pela proposta geral
supramencionada:

a) Obter os extratos hidroetandlicos 30%, 50% e 70% das folhas de K. brasiliensis
coletadas em janeiro e em setembro de 2016;

b) Obter o perfil quimico dos extratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Detector de Arranjo de Diodo (CLAE-DAD) para os extratos de janeiro e
setembro;

c) Determinar o teor de fendis e flavonoides totais para os extratos de janeiro e

setembro;

d) Investigar a atividade antioxidante in vitro dos extratos por meio do método do
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe), reducdo da complexacéo
do fosfomolibdénio e co-oxidacdo pelo sistema B-caroteno/acido linoleico para os
extratos de janeiro e setembro;

e) Investigar a atividade antibacteriana in vitro dos extratos de K. brasiliensis por meio
das determinacdes da CIM, da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e do efeito
antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico para 0s extratos de janeiro e
setembro;

f) Avaliar a atividade anti-inflamatdria dos extratos de K. brasiliensis usando o modelo
de edema de orelha induzido pelos agentes flogisticos 6leo de Croton, histamina e
fenol, assim como determinar os marcadores inflamatorios dos extratos 50% e 70%

de janeiro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas frescas de K. brasiliensis foram coletadas da planta cultivada no
Horto Medicinal da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora
(URJF), Juiz de Fora, Minas Gerais, latitude 21°26'40" Sul e longitude 43°22'1" Oeste,
as 08:30 horas dos dias 07 de janeiro (1° coleta) e 22 de setembro de 2016 (2° coleta),
correspondente as estacdes de verdo e primavera, respectivamente. A espécie vegetal
ndo apresentava floracdo em ambas as épocas de coleta. Uma exsicata (CESJ n° 43980),
identificada pelo Dr. Marcus Alberto Nadruz Coelho, Pesquisador Titular do Instituto
de Pesquisa Jardim Boténico do Rio de Janeiro, encontra-se depositada no Herbério
Leopoldo Krieger (CESJ)/UFJF. As folhas coletadas em janeiro e em setembro de 2016
foram selecionadas pela exclusdo daquelas deterioradas e, em seguida, foram pesadas
para posterior preparo dos extratos hidroetandlicos 30% (EHJ30), 50% (EHJ50) e 70%
(EHJ70) e 30% (EHS30), 50% (EHS50) e 70% (EHS70), nessa ordem. O nome da
planta Kalanchoe brasiliensis Cambess. foi verificado no sitio eletrénico da The Plant
List (http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-8902741, acessado em 01 de marco
de 2016), sendo sindnimo de Kalanchoe laciniata (L.) DC.

De acordo com os dados obtidos no sitio eletrébnico da Companhia de
Saneamento Municipal (CESAMA) de Juiz de Fora, o clima nesse municipio é
mesotérmico, com verdes quentes e moderadamente chuvosos e invernos secos nao
rigorosos, sendo classificado como tipo Cwa (subtropical), segundo o sistema Kdeppen
e Geiger (1928). No entanto, a area de abrangéncia do Bairro Sdo Pedro, onde se
encontra o campus da UFJF bem como o Horto Medicinal da Faculdade de Farméacia
dessa Instituicdo, devido a maior altitude e afastamento da zona urbana concentrada,
tem verdes mais amenos e clima classificado como Cwb (subtropical de altitude). A
cidade apresenta altitudes medias de 700 a 900 metros e, segundo dados gerados pela
Estacdo Climatologica Principal da UFJF/5° DISME (n° 83692), a temperatura anual
média gira em torno de 18,9 °C, sendo fevereiro o més mais quente e julho o mais frio;
os indices pluviométricos médios nas Ultimas décadas foram proximos a 1536 mm,

sendo janeiro o més mais chuvoso (CESAMA, 2013).
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Figura 19 - Fotografia de Kalanchoe brasiliensis cultivada no Horto Medicinal da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora

A: imagem frontal de Kalanchoe brasiliensis observada na primeira coleta (07 de janeiro de
2016; verdo); B: imagem vertical de Kalanchoe brasiliensis observada na primeira coleta (07 de
janeiro de 2016; veréo).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS HIDROETANOLICOS DE Kalanchoe brasiliensis

Os extratos hidroetanolicos das folhas de K. brasiliensis foram obtidos pelo
método preconizado por Costa e colaboradores (2014), com pequenas modificagdes.
Folhas frescas (0,3 kg) coletadas em 07 de janeiro (12 coleta) e em 22 de setembro de
2016 (22 coleta) foram extraidas com etanol P.A. (99,5%) (Biotec, Pinais, PR, Brasil)
nas concentragdes de 30%, 50% e 70% etanol:agua (v/v) (SEO et al., 2014) em uma
proporgdo de 1:1 (p/v) utilizando um triturador mecanico. Em seguida, estes extratos
hidroetandlicos 30%, 50% e 70% obtidos das folhas coletadas em janeiro (EHJ30,
EHJ50 e EHJ70, respectivamente) e setembro (EHS30, EHS50 e EH70S, nessa ordem),
foram filtrados em papel de filtro comum e concentrados & temperatura de 45 °C
empregando evaporador rotativo (R-215 Buchi Labortechnik AG, Flawil, Suica). Este
procedimento foi realizado no Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais da
Faculdade de Farmacia da UFJF, sob responsabilidade do Prof. Dr. Orlando Vieira de

Sousa.
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43 INVESTIGACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS
HIDROETANOLICOS DE Kalanchoe brasiliensis POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A DETECTOR DE ARRANJO DE
DIODO (CLAE-DAD)

Para investigacdo da composi¢do quimica, os extratos EHJ30, EHJ50,
EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 foram avaliados por CLAE-DAD em cromatdgrafo
Agilent Technologies 1200series com detector UV-DAD. As analises foram realizadas
em coluna de fase reversa Zorbax-SBCjg (4,6 mm x 150 mm, 5 um). Como fase moével,
utilizou-se um gradiente linear de 0 - 30 min com &gua/metanol grau CLAE (Merck,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (95:5 a 10:90). O volume de injecéao foi de 20 uL e a taxa de
fluxo manteve-se constante a 0,8 mL/min com uma concentracdo de amostras de 1
mg/mL. A deteccdo foi realizada por meio de um detector UV-DAD ajustado aos
comprimentos de onda 230, 254, 280 e 330 nm, e o0s espectros UV foram obtidos por
varredura na faixa de 190 a 400 nm. Estes procedimentos foram realizados no
Laboratorio de Produtos Naturais e Bioativos localizado no Departamento de
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFJF, sob responsabilidade da
Profa. Dra. Elita Scio Fontes.

4.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS

Para determinacdo do teor de fendis totais foi utilizado o método de Folin-
Denis (1912), com pequenas modificacdes. Para tanto, foram preparadas solucdes-
estoque (SEs) de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 a 2 mg/mL em agua
destilada. Em tubos de ensaio previamente identificados, foram adicionados 300 uL das
SEs, 500 pL de &gua destilada e 500 pL do reagente de Folin-Denis, em triplicata.
Posteriormente, estas misturas foram agitadas e, ap6s 30 min, foram adicionados 500
puL de uma solucdo saturada de carbonato de sddio, procedendo-se & agitacdo. Em
seguida, os tubos foram centrifugados por 3 min a 3000 rpm. Uma aliquota de 250 pL
foi retirada de cada tubo e transferida para pocos de microplacas de 96 pocos. A leitura
foi realizada em 760 nm. Foi utilizada agua destilada como branco. Para a construcéo da
curva de calibracdo, foram preparadas solu¢des com diferentes concentra¢des de &cido
tanico (substancia de referéncia) (3,33; 6,67; 10; 13,33; 16,67; 26,67; 53,33; e 106,67
pg/mL) nas mesmas condicdes descritas para as SEs dos extratos. Para obtencao da reta
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de calibracdo e equacdo da reta, bem como da determinacdo do coeficiente de
correlagdo (R?) através da analise de regressio linear (Excel for Windows) pelo método
dos minimos quadrados, foram utilizadas as medias das absorbancias das concentracdes
de acido tanico, onde o valor de Y foi substituido pelas absorbancias dos extratos e 0s
resultados foram expressos em mg/g do extrato equivalente a &cido tanico (EAT). Estes
experimentos foram realizados no Laboratério de Produtos Naturais e Bioativos
localizado no Departamento de Biogquimica do ICB da UFJF, sob responsabilidade da

Profa. Dra. Elita Scio Fontes.
45 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinacdo do teor de flavonoides totais foi realizada através de método
espectrofotométrico na regido do visivel utilizando cloreto de aluminio (AICls) e rutina
como substancia de referéncia, conforme descrito por Sobrinho e colaboradores (2008),
com adaptacdes no solvente e nos volumes finais das solugbes. Para construcdo da
curva de calibracdo, inicialmente foi preparada SE de 0,5 mg/mL de rutina (Sigma
Chemical Co, St. Louis, MI, USA) em etanol 99,5%. A partir desta SE, foram
preparadas diluicdes em concentracfes entre 2 a 25 pg/mL, a saber: para uma serie de
tubos de ensaio 13 x 100 mm devidamente identificados, foram transferidas aliquotas de
20, 50, 100, 150, 200 e 250 pL da SE, em triplicata. Em seguida, foram adicionados 400
pL de etanol 99,5%, 120 pL de acido acético P.A. (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), 2 mL de piridina (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) a 20% (v/v) em etanol 99,5%, 500 pL de cloreto de aluminio hexa-hidratado (F.
Maia S.A.®) a 8% (m/v) em etanol 99,5%, completando o volume para 5 mL com &gua
destilada (Tabela 3). O preparo do branco de cada uma das concentracdes foi realizado
pela adicdo dos reagentes, com excecdo de rutina. Este mesmo procedimento foi
realizado, em triplicata, para EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 a partir
de SEs de 1 mg/mL em uma mistura de agua:etanol (3:7) para favorecer a solubilidade.
Apo6s 30 min. a temperatura ambiente, as leituras das absorbancias das solucGes de
rutina e extratos foram registradas em espectrofotdmetro (Shimadzu, UV-1800) a 412
nm. Foram utilizadas as médias das absorbancias das concentra¢Ges de rutina para se
obter a reta de calibragdo e para se determinar o coeficiente de correlacdo (R?) através
da anélise de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados (Excel for Windows).

O teor de flavonoides totais foi determinado em mg/g de amostra equivalente a rutina
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(ER). Estes procedimentos foram realizados no Laboratorio de Farmacologia de
Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia da UFJF, sob responsabilidade do Prof.

Dr. Orlando Vieira de Sousa.

Tabela 3 - Esquema do preparo de diluicbes empregadas para a determinacdo do teor de
flavonoides totais

Tubo Rutina Etanol Amostra  Acido Piridina AICI; Agua Concentracdo
para  (uL)  (nL) (nL) Acético (nL)  (pL)  (pL) (ng/mL)

Teste (nL)
A 20 400 - 120 2000 500 1960 2
B 50 400 - 120 2000 500 1930 5
C 100 400 - 120 2000 500 1880 10
D 150 400 - 120 2000 500 1830 15
E 200 400 - 120 2000 500 1780 20
F 250 400 - 120 2000 500 1730 25
EHJ30 - 400 1500 120 2000 500 480 300
EHJ50 - 400 1500 120 2000 500 480 300
EHJ70 - 400 1500 120 2000 500 480 300
EHS30 - 400 1500 120 2000 500 480 300
EHS50 - 400 1500 120 2000 500 480 300
EHS70 - 400 1500 120 2000 500 480 300
Branco - 400 - 120 2000 500 1980 -

AICIls: Cloreto de Aluminio; EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato
hidroetandlico 50% janeiro; EHJ70: extratohidroetandlico 70% janeiro; EHS30: extrato
hidroetanélico 30% setembro; EHS50: extrato hidroetandlico 50% setembro; EHS70: extrato
hidroetandlico 70% setembro.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vitro DOS EXTRATOS
HIDROETANOLICOS DE Kalanchoe brasiliensis

4.6.1 Método do sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH¢)

A atividade antioxidante in vitro de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50
e EHS70 foi avaliada pelo método de sequestro do radical DPPH- (Sigma Chemical Co,
St. Louis, MI, USA), segundo Blois (1958), com pequenas modifica¢Ges. Inicialmente,

foram preparadas SEs dos extratos a 1 mg/mL em &gua destilada e das substancias de
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referéncia quercetina (Sigma Chemical Co, St. Louis, MI, USA) e acido ascérbico
(Cromoline Quimica Fina, Diadema, SP, Brasil) a 1 mg/mL em metanol (Vetec
Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Em seguida, foram realizadas dilui¢cdes
seriadas a partir das SEs, obtendo-se um gradiente de concentracdo de 0,98 a 500
pg/mL. Para isto, foram transferidos 100 uL. das SEs dos extratos e das substéncias de
referéncia para uma serie de pogos da microplaca (coluna 1), em triplicata. Logo apos,
foram adicionados 50 pL de metanol da coluna 2 até a 10. Em seguida, aliquotas de 50
uL foram retiradas da coluna 1, transferidas para as subsequentes, e assim
sucessivamente, até a de numero 10, quando se procedeu ao descarte desse volume,
conforme mostra a Figura 20. Posteriormente, foram adicionados 150 uL da solucéo de
DPPH 20 pg/mL em metanol, e incubou-se a microplaca por 60 min. a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Na fileira D, foram adicionados todos os reagentes
mencionados, com excecdo da solugdo de DPPH, a qual foi substituida por agua
destilada e metanol, correspondendo ao branco dos extratos (amostras) e das substancias
de referéncia (controles), nessa ordem. A absorbancia foi medida em leitor de
microplaca (Thermo Scientific, Multiskan, GO) a 517 nm. Estes ensaios foram
realizados no Laboratdrio de Produtos Naturais e Bioativos localizado no Departamento
de Bioquimica do ICB da UFJF, sob responsabilidade da Profa. Dra. Elita Scio Fontes.

Figura 20 - Esquema da diluicdo seriada realizada em microplaca para determinacédo da
atividade antioxidante in vitro pelo método do sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH-)

50uL  50uL  50puL 50pL 50uL  50puL 50pL 50l 50 puL , Descarte
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C1: controle negativo (DPPH em metanol) (cor verde); C2: controle negativo [extrato (amostra)
em é&gua destilada] (cor amarela);
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Com base no conhecimento de que a absorbancia dos extratos (amostras) em
agua destilada é igual a média aritmética das triplicatas das absorbancias menos o
branco das amostras, obteve-se a porcentagem de inibicdo (%l) para cada concentracao
através da equacdo:

_ Apppr — Aamostra

%I = x 100

ADPPH
onde Apppy equivale a absorbancia da média aritmética das triplicatas de

DPPH e Aamostra @ absorbancia da média aritmética das triplicatas das amostras. Apds o
calculo das %I das amostras e controles, os valores foram usados para construgdo dos
gréficos, cujas abscissas corresponderam a concentra¢do das amostras ou controles e as
ordenadas & %l. A CEs, foi calculada usando o software GraphPad Prism®5; assim,
qguanto maior a reducdo do DPPH promovida por uma amostra, menor a CEsg

observada.

4.6.2 Método de reducao da complexacgdo do fosfomolibdénio

A atividade antioxidante in vitro de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50
e EHS70 foi também avaliada pelo método de reducdo da complexacdo do
fosfomolibdénio segundo Prieto, Pineda e Aguilar (1999), com pequenos ajustes. O
complexo fosfomolibdénico é formado pela reacdo de fosfato de sédio (NasPO,) (28
mL; 0,1 mol/L), molibdato de aménio [(NH4)sM0;0,4:4H,0] (12 mL; 0,03 mol/L) e
acido sulfarico (H,SO,) (20 mL; 3 mol/L) em meio aquoso, sendo o volume final
ajustado com agua destilada para 100 mL (solugdo reagente). A coloracao desta solugdo
inicialmente amarelada torna-se verde a medida que ocorre a reducdo, sendo a
intensidade dessa cor proporcional a reducdo ocorrida. Para a realizacdo deste método,
tubos de ensaio 11 x 75 mm foram devidamente identificados e adicionados de 2 mL da
solucdo reagente descrita e 300 puL dos extratos e do &cido ascorbico (0,2 mg/mL em
agua destilada), em triplicata. Os tubos foram fechados e mantidos em banho-maria a 95
°C por 90 min. Apos resfriamento, 250 pL foram transferidos para pocos de microplaca
de 96 pogos e as absorbancias foram medidas em leitor de microplacas (Thermo
Scientific, Multiskan, GO) a 695 nm. Os resultados da avaliacdo da atividade
antioxidante foram expressos em termos percentuais na forma de atividade antioxidante

relativa (AAR%) e os célculos foram estabelecidos por meio da equacéo:
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Absamostra — Absbranco

AARY%(4cido ascorbico) = 100

7 . S . X
Absacido ascorbico — Absbranco

onde Absamostra equivale a absorbancia da média aritmética das triplicatas
de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 e Abséacido ascorbico a
absorbéancia da média aritmética das triplicatas de &cido ascorbico. Estes ensaios foram
realizados no Laboratério de Produtos Naturais e Bioativos localizado no Departamento
de Bioquimica do ICB da UFJF, sob responsabilidade da Profa. Dra. Elita Scio Fontes.

4.6.3 Método de co-oxidacdo do sistema p-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante in vitro de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50
e EHS70 foi avaliada, ainda, pelo método de co-oxidagdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico (substrato) (Sigma Chemical Co, St. Louis, MI, USA), conforme descrito por
Melo e Mancini Filho (1989), com pequenas adaptacOes. Para preparo da emulsédo f-
caroteno/acido linoleico, foram adicionados 20 L de &cido linoleico, 265 uL de Tween
40 (Sigma Chemical Co, St. Louis, MI, USA), 50 pL de solugéo S-caroteno (10 mg/mL)
e 1 mL de cloroférmio (Synth, Diadema, SP, Brasil) em um baldo redondo. Logo ap6s
homogeneizacdo, procedeu-se a evaporacdo do cloroférmio empregando evaporador
rotativo a 40 °C (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Posteriormente, foram acrescidos 20
mL de &gua destilada previamente saturada com oxigénio durante 30 min. A
absorbancia desta emulsao foi inicialmente medida em 470 nm e ajustada entre 0,6 e
0,7. Apos esta afericdo, em microplaca de 96 pocos foram adicionados 250 pL da
emulsdo e 10 pL dos extratos (amostras) a uma concentracdao de 38,4 pg/mL em agua
destilada. Esta microplaca foi mantida a uma temperatura de 45 °C e, apos, foram
realizadas medidas das absorbancias em leitor de microplacas a 470 nm a cada 15 min
durante 120 min (to, tis, t3o, tss, te0, 75, too, ti0s € ti20), Sendo a primeira leitura (to)
realizada imediatamente apds a adicdo das aliquotas das amostras nos pogos. Ao final,
foram obtidas nove leituras para monitoramento do processo de co-oxidagdo do f-
caroteno. Os ensaios foram realizados em triplicata. A partir das leituras das
absorbancias obtidas, foram construidos gréaficos de decaimento da absorbancia em
funcdo do tempo e determinou-se a porcentagem de inibicdo da peroxidagdo lipidica

(%) utilizando a equacéo:
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o] = Acontrole — Aamostra 100
o Acontrole x

onde Acontrole = Abscontrole t, — Abscontrole tipp € Aamostra =
Absamostra ty — Absamostra tijp. Quercetina (38,4 pg/ mL) foi utilizada como
substancia de referéncia; metanol foi empregado como controle da oxidacdo para a
quercetina, e agua destilada para as amostras. Adicionalmente, foi calculada a eficiéncia
da atividade antioxidante dos extratos pelo método do célculo das tangentes das curvas
obtidas no sistema B-caroteno/acido linoleico, obtendo-se os fatores cinéticos F1 e F2,
calculados nos tempos compreendidos entre 15 e 45 min e 75 a 105 min, nessa ordem
(JARDINI; MANCINI, 2007), utilizando a seguinte equacao:
_h
A/B

onde (a) e (A) sdo os catetos opostos, obtidos atraves da diferenca das

F

leituras das absorbancias da amostra e do branco, respectivamente; (b) e (B) sé&o os
catetos adjacentes, obtidos atraves da diferenca entre os tempos da amostra e do branco,
nessa ordem, de acordo com o fator cinético calculado (JARDINI; MANCINI, 2007).
Estes ensaios foram realizados no Laboratorio de Produtos Naturais e Bioativos
localizado no Departamento de Bioquimica do ICB da UFJF, sob responsabilidade da
Profa. Dra. Elita Scio Fontes.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA in vitro DOS EXTRATOS
HIDROETANOLICOS DE Kalanchoe brasiliensis

A atividade antibacteriana in vitro de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30,
EHS50 e EHS70 foi investigada por meio da determinacdo da CIM empregando-se o
método de microdiluicdo em caldo de acordo com as recomendacGes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2012, 2014), bem como através do
estabelecimento da CBM e da classificagéo do efeito antibacteriano em bactericida ou
bacteriostatico, conforme método descrito por Andrews (2001), com pequenos ajustes.
Estes experimentos foram realizados no Laboratério de Bioatividade Celular e
Molecular, localizado no Centro de Pesquisas Farmacéuticas da Faculdade de Farméacia
da UFJF, sob responsabilidade da Profa. Dra. Maria Silvana Alves.

Para realizacdo dos procedimentos microbiolégicos foram empregadas

cepas de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC®), na segunda
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passagem, obtidas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS),
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil, representativas de
grupos bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos fermentadores e néo

fermentadores, a saber:

Cepa de Referéncia Abreviatura Adotada no Texto
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 6538™) S. aureus (ATCC® 6538)
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 29213™) S. aureus (ATCC® 29213)
Escherichia coli (ATCC® 10536™) E. coli (ATCC® 10536)
Escherichia coli (ATCC® 25922™) E. coli (ATCC® 25922)

Salmonella enterica subsp enterica serovar Cholerasuis (ATCC® 10708™) - Cholerasuis (ATCC® 10708)
Salmonella enterica subsp enterica serovar Typhimurium (ATCC® 13311m) S- Typhimurium (ATCC® 13311)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027™) P. aeruginosa (ATCC® 9027)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC®27853™) P. aeruginosa (ATCC® 27853)

Com base nos resultados obtidos com as cepas de referéncia testadas e no
levantamento atualizado da literatura, foram realizados ensaios microbioldgicos
adicionais empregando cepas de rotina visando o aprofundamento da investigacao dessa
atividade bioldgica de K. brasiliensis. Assim, cepas de rotina de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), de Salmonella enterica subsp. enterica serovar.
Enteritidis e de Salmonella spp. resistente a fluoroquinolona, isoladas de infeccGes
sanguineas (MRSA) e sanguineas e urinarias (Salmonella enterica subsp. enterica
serovar. Enteritidis e de Salmonella spp. resistente a fluoroquinolona) de pacientes
atendidos no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (Comité de Etica em Pesquisa Humana do HUCFF sob
nimero 976.427), identificadas pelo sistema automatizado VITEK®2 (BioMérieux,
Durham, NC, EUA) e gentilmente cedidas pela MSc. Adriana Lucia Pires Ferreira,
responsavel pelo Laboratério de Bacteriologia do Servico de Patologia Clinica dessa

Instituicdo, também foram testadas, a saber:
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Cepa de Rotina Abreviatura Adotada no Texto

Staphylococcus aureus resistente a meticilina 1485279 MRSA 1485279
Staphylococcus aureus resistente a meticilina 1605677 MRSA 1605677
Staphylococcus aureus resistente a meticilina 1664534 MRSA 1664534
Staphylococcus aureus resistente a meticilina 1688441 MRSA 1688441
Staphylococcus aureus resistente a meticilina 1830466 MRSA 1830466
Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis 1406591 S. Enteritidis 1406591
Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis 1418594 S. Enteritidis 1418594
Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis 1428260 S. Enteritidis 1428260
Salmonella spp. 1266695 Salmonella spp. 1266695
Salmonella spp. 1507708 Salmonella spp. 1507708

Conforme preconizado pelos documentos M07-A9 e M100-S24 (CLSI,
2012, 2014), S. aureus ATCC® 29213, E. coli ATCC® 25922 e P. aeruginosa ATCC®
27853 sdo cepas empregadas como controle de qualidade, de fonte confiavel,
recomendadas, dessa forma, para garantir e validar a qualidade dos ensaios
microbioldgicos. A Tabela 4 apresenta os intervalos dos valores de CIM estabelecidos
pelo CLSI (2014) para estas cepas frente aos antibidticos (ANTs) ampicilina sodica
(AMP) e cloranfenicol (CHL) na concentragdo de 10 e 30 pg/mL, respectivamente,

obtidos em testes de susceptibilidade aos antimicrobianos devidamente validados.

Tabela 4 - Intervalo dos valores de Concentracdo Inibitéria Minima para controle de qualidade
do Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos de organismos néo fastidiosos

Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) (pg/mL)

ANT
S. aureus ATCC®29213 E. coli ATCC® 25922 P. aeruginosa ATCC® 27853

AMP 0,5-2,0 pg/mL 2,0 —-8,0 pg/mL N&o reportado

CHL 2,0 -16,0 pg/mL 2,0 —-8,0 pg/mL N&o reportado

ANT: antibiotico; AMP: ampicilina; CHL: cloranfenicol.
Fonte: ADAPTADO DO DOCUMENTO M100-S24 (CLSI, 2014)

O armazenamento das cepas de referéncia e de rotina foi feito por meio da
manutenc¢do das mesmas como suspensdes em solucdo contendo leite desnatado a 10%
(p/v) acrescido de glicerol (Synth) a 10% (v/v) (solucdo LDG). Para cada cepa foi
preparada uma suspensdo densa (obtida a partir de crescimento de 24 horas) diretamente
em 1,0 mL de solugdo LDG distribuida previamente em tubos plasticos com tampa de
rosca proprios para congelamento (Inlab). A seguir, estes tubos foram armazenados em

uma temperatura de cerca de 20 °C negativos até a realizacéo dos ensaios biologicos.
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4.7.1 Determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

Para determinacdo da CIM foi utilizado o método de microdiluicdo em
caldo conforme documento MO07-A9 (CLSI, 2012), com pequenos ajustes. Para
obtengdo das SEs de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50, EHS70 e dos ANTSs
usados como referéncia [AMP e CHL (Sigma Chemical Co, St. Louis, MI, USA)] foram
empregados diferentes sistemas solvente/diluente, obtendo-se concentragdes finais de
12,5 mg/mL e 1,25 mg/mL para as SEs dos extratos e ANTS, respectivamente. A Tabela
5 apresenta os diluentes e solventes empregados para este propdsito, conforme
recomendag0des do documento M100-S24 (CLSI, 2014).

Tabela 5 - Descricdo da composicdo das solugdes-estoque empregadas para investigacdo da
atividade antibacteriana in vitro dos extratos hidroetanélicos 30%, 50% e 70% das folhas de
Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro e setembro de 2016 e de ampicilina e cloranfenicol
por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima pelo método de microdiluigdo
em caldo

Concentracao

SE Solvente Diluente Final SE

(mg/mL)
EHJ30/EHJ50/ EHJ70 - Agua destilada estéril 12,5

EHS30/ EHS50 /EHS70
AMP Tampéo Fosfato 0,1 M Tampdo Fosfato 0,1 M 1,25
pH 8,0 pH 6,0

CHL Etanol 95% Agua destilada estéril 1,25

SE: Solugdo-estoque; AMP: Ampicilina, CHL: Cloranfenicol; EHJ30: extrato hidroetandlico
30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetandlico 50% janeiro; EHJ70: extrato hidroetandlico 70%
janeiro; EHS30: extrato hidroetanélico 30% setembro; EHS50: extrato hidroetanélico 50%
setembro; EHS70: extrato hidroetanélico 70% setembro.

Fonte: ADAPTADO DE FERES-NETTO, 2016; ADAPTADO DE CLSI, 2014

Para o preparo das suspensdes bacterianas, as cepas de referéncia e de rotina
foram inicialmente ativadas em agar Mueller-Hinton (AMH) (Himedia Laboratories®,
Mumbai, India) e incubadas por 16 a 18 horas em estufa bacteriologica a 35 + 2 °C,
em aerobiose. Apos incubagdo, 3 a 5 Unidades Formadoras de Colonia (UFC) foram
transferidas para um tubo de ensaio 13 x 100 mm contendo 3,5 mL de solugdo salina
estéril (NaCl 0,9% p/v) e comparadas e ajustadas visualmente a escala padrdo 0,5 de
McFarland (DME Diagnésticos Microbiolégicos Especializados®, S&o Paulo, SP,
Brasil) (CLSI, 2012). O método para determinacdo da CIM foi realizado em

microplacas de 96 pocos de fundo chato, utilizando-se uma microplaca para EHJ30,
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EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 (Figura 21a) e outra para 0s controles
(Figura 21b) para cada cepa testada.

Figura 21 - Imagem ilustrativa da organizacdo das microplacas utilizadas para determinacéo da
Concentracdo Inibitéria Minima pelo método de microdiluicdo em caldo dos extratos
hidroetandlicos 30%, 50% e 70% das folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro e
setembro de 2016
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EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetandlico 50% janeiro; EHJ70:
extrato hidroetanélico 70% janeiro; EHS30: extrato hidroetanélico 30% setembro; EHS50:
extrato hidroetanélico 50% setembro; EHS70: extrato hidroetanélico 70% setembro; AMP:
ampicilina; CHL: cloranfenicol; IEM: controle da interferéncia das amostras sobre o caldo
Mueller Hinton; ISM: controle da interferéncia dos sistemas solvente/diluente sobre o caldo
Mueller Hinton; ISC: controle da interferéncia dos sistemas solvente/diluente sobre o
crescimento bacteriano; CN: controle negativo; CP: controle positivo.

Fonte: ADAPTADO DE FERES-NETTO, 2016
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A partir das SEs, foram realizadas diluicbes seriadas diretamente nas
microplacas, conforme esquema ilustrativo apresentado pela Figura 22, obtendo-se um
gradiente de concentracao de 39 a 5000 pg/mL para os extratos e de 4 a 500 pg/mL para
0s ANTSs. Inicialmente, foram adicionados 200 puL de caldo Miieller Hinton (CMH)
(Difco Laboratories®, Spark, MD, USA) nos pocos da fileira A e 180 pL de CMH nos
demais pocos (fileira B até H). Em seguida, foram acrescidos 160 uL das SES nos pogos
da fileira A. Ap6s homogeneizacao, foram transferidos 180 pL da fileira A para B, e
assim sucessivamente até a fileira H. Dos pogos da fileira H foram descartados 180 uL,
remanescendo igual volume em toda a coluna (180 pL) (Figura 22). Apds a realizagdo
das diluicbes seriadas, em quadruplicata, foram adicionados 20 plL da suspensdo

bacteriana previamente padronizada a ser testada.

Figura 22 - Esquema ilustrativo do procedimento de preparo da diluicdo seriada realizada em
microplaca para determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima

160 pL SE
A ;
180 uL
:
: 180 uL
c
: 180 uL
>
: 180 uL
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: 180 uL
BED
G ; 180 UL
H ; 180 uL

Descarte 180 pL

SE: solugdo estoque dos extratos hidroetandlicos 30%, 50% e 70% obtidos das folhas de
Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro e setembro de 2016; CMH: caldo Mueller Hilton.
Fonte: ADAPTADO DE SILVA, 2012

Com o objetivo de garantir a qualidade dos resultados e como parte do
processo de validagdo, foi também preparada uma microplaca contendo os controles

para afericdo da interferéncia das amostras (extratos e ANTS) sobre o caldo Mdueller
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Hinton (meio) (IAM) e dos sistemas solvente/diluente sobre 0 CMH (meio) (ISM) e
sobre o crescimento bacteriano (ISC), além dos controles positivo (CP) e negativo

(CN), conforme apresenta a Figura 23.

Figura 23 - Esquema ilustrativo do preparo dos controles utilizados na determinagdo da
Concentracdo Inibitéria Minima pelo método de microdiluicdo em caldo realizado em
microplaca

IAM ISM ISC cp CN
160 nL. 160 plL. 160 uL 20 pL de 20 plL de
SE solvente/diluente solvente/diluente suspensio solucio
l l l bacteriana salina
Descarte Descarte Descarte
de 180 uL de 180 puL de 180 uL
20 ul de 20 uL de 20 uL de
solucao solucao suspensiao
salina salina bacteriana

IAM: controle da interferéncia das amostras sobre o caldo Mdeller Hinton (CMH); ISM:
controle da interferéncia dos sistemas solvente/diluente sobre o CMH; ISC: controle da
interferéncia dos sistemas solvente/diluente sobre o crescimento bacteriano; CN: controle
negativo; CP: controle positivo;

Fonte: ADAPTADO DE SANTANA, 2015

Apos incubagdo a 35 + 2 °C, em aerobiose, por 16 a 20 horas, realizou-se a
leitura das microplacas por meio da adigdo de 10 pL de solugao de cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (CTT) (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 1
mg/mL em todos os pogos, exceto naqueles da coluna 4, referentes a uma das
quadruplicatas dos extratos e ANTS testados, cujos contetdos foram utilizados para a
determinacdo da CBM e para a classificacdo do efeito antibacteriano como bactericida
ou bacteriostatico. Apds a adicdo do CTT, as microplacas foram incubadas por 30 min
nas mesmas condi¢fes anteriormente descritas. Apds incubagdo, 0S pogos que
apresentaram coloragdo rosa a avermelhada indicaram crescimento bacteriano e os que
mantiveram a cor original foram compativeis com auséncia de crescimento. A CIM foi
determinada como "a menor concentragdo de um agente antimicrobiano capaz de inibir
0 crescimento visivel de um micro-organismo em um teste de susceptibilidade em

caldo”, conforme conceito descrito no documento M07-A9 (CLSI, 2012).
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4.7.2 Determinacdo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM) e classificagéo do
efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico

A partir dos contetdos dos pocos das colunas das microplacas que néo
receberam solucdo de CTT e dos quais ndo foi observado crescimento bacteriano
(colunas 4, 8 e 12 exemplificadas na Figura 21a, pag. 75), foram retirados 10 uL. com
auxilio de alca microbiologica calibrada estéril descartavel. Estas aliquotas foram
estriadas em placas de Petri contendo Agar Miieller Hinton (AMH) e, ap6s incubagéo
dessas placas em estufa a 35 + 2 °C, por 18 a 20 horas, em aerobiose, analisou-se a
presenca ou auséncia de crescimento de colonias. Assim, as concentragfes de EHJ30,
EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 que permitiram o crescimento bacteriano no
AMH foram definidas como bacteriostaticas e aquelas que o inibiram como bactericidas
(Figura 24).

Figura 24 - Imagem ilustrativa do procedimento para determinagdo da Concentracdo Bactericida
Minima e para classificacdo do efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico
Cloreto de 2.3,5-

trifeniltetrazolio 10 L
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Fonte: ADAPTADO DE SANTANA, 2015

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA in vivo

A atividade anti-inflamatoria topica in vivo de extratos aquosos das folhas
de K. brasiliensis coletadas antes (extrato 1) e durante a floracdo (extrato 2) foi estudada
por Mourdo e colaboradores (1999) pelo metodo de edema de pata induzido por
carragenina. O extrato 1 apresentou efeito anti-inflamatério, enquanto o extrato 2

revelou acdo pro-inflamatéria (MOURAO et al., 1999). Com o objetivo de melhor
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compreender esta propriedade bioldgica, optou-se pela investigacdo de EHJ50 e EHJ70,
como contraponto de setembro, época de floracdo desta espécie vegetal (SILVA et al.,
2009).

4.8.1 Animais

Os ensaios envolvendo experimentacdo animal foram conduzidos no
Laboratdrio de Farmacologia de Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia da UFJF
sob responsabilidade do Prof. Dr. Orlando Vieira de Sousa.

Camundongos Swiss albinos machos (Mus musculus, 45-55 dias e pesando
25 - 30 g) foram fornecidos pelo Biotério Central da UFJF. Apos recebimento, estes
animais foram mantidos em gaiolas plasticas (47 x 34 x 18 cm) (temperatura 24 + 2 °C
e ciclos 12:12 claro/escuro) e receberam &gua ad libitum e alimentagdo balanceada
(Nuvilab Roedores - Nuvital Nutrients, Colombo, Brasil). O cuidado e a experimentacao
animal foram realizados de acordo com as Diretrizes para Cuidados e Uso de Animais
de Laboratério em Pesquisa Biomédica do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
Institucional (protocolo nimero 005/2016) (ANEXO A).

4.8.2 Método de edema de orelha induzido por 6leo de Croéton

O edema de orelha induzido por 6leo de Croton em camundongos foi
realizado como descrito por Schiantarelli e colaboradores (1982), com pequenas
modificagdes. Esta inducéo foi promovida em grupos com seis camundongos cada (n =
6) usando 20 pL de 6leo de Croéton 2,5% (v/v, diluido em acetona) na superficie interna
da orelha direita. Foi determinada uma linha de base na orelha esquerda por meio da
aplicacdo de 20 pL de acetona (veiculo) (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Apds 60 min, o tratamento com EHJ50 e EHJ70 (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha,
solubilizados em agua destilada) e dexametasona (Singularis Farmacia de Manipulagéo
Ltda, Sdo Jodo Nepomuceno, MG, Brasil) (0,1 mg/orelha, controle positivo) foi
realizado na orelha direita, enquanto o controle negativo (ndo tratado) recebeu 20 uL de
acetona. Para acompanhar a evolucdo da resposta anti-inflamatoria dos extratos, a
espessura da orelha (mm) foi medida ap6s 6 e 24 horas, enquanto o peso foi
quantificado apos eutanasia usando fragmentos de orelha (discos de 6 mm). Uma parte
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dos fragmentos foi conservada em formaldeido 10% (v/v) para as analises
histopatoldgicas e a outra foi utilizada para determinar os marcadores inflamatdrios

(mieloperoxidase, N-acetil-B-D-glicosaminidase, NO, IL-6 e TNF-a).

4.8.3 Método do edema de orelha induzido por fenol

Com base na descricdo de Lim, Park e Kim (2004), com pequenas
modificagdes, o fenol (10% v/v em 20 uL de acetona) foi aplicado topicamente na
superficie interna da orelha direita, induzindo o edema dessa regido em camundongos (n
= 6), enquanto 20 pL de acetona (veiculo; controle negativo) foram administrados na
orelha esquerda. Apds 15 min, o tratamento topico foi realizado com EHJ50 e EHJ70
(0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, solubilizada em &gua destilada) e dexametasona (0,1
mg/orelha em 20 uL de acetona; controle positivo). O edema da orelha foi avaliado 2
horas ap6s a aplicacdo do fenol por meio do aumento da espessura e peso da orelha.

4.8.4 Método do edema de orelha induzido por histamina

O efeito dos extratos EHJ50 e EHJ70 sobre a reagdo de hipersensibilidade
de tipo imediato foi avaliado utilizando o modelo de edema de orelha induzido por
histamina. Para iniciar este procedimento, o0s animais foram anestesiados
intraperitonealmente com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e, entdo, a
espessura da orelha foi medida no tempo zero (tp) (medida basal). Doses de EHJ50 e
EHJ70 (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha em agua destilada) e dexametasona (0,1 mg/orelha em
20 uL de acetona) foram aplicadas topicamente na regido dorsal da orelha direita
(BRAND et al., 2002). O grupo controle negativo recebeu 20 pL de solugdo salina.
Apds 30 min de tratamento, foram administrados, por via intradérmica, 5 uL de
histamina (100 mg/mL em solugéo salina) na regido ventral da orelha direita. Noventa
minutos apos a aplicacdo de histamina, a espessura da orelha foi medida novamente. A
diferenca entre as medicOes da espessura da orelha nos tempos zero e 90 min foi
considerada como o valor de edema avaliado neste ensaio. Alem disso, foram realizadas

medicdes dos pesos das orelhas.
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4.8.5 Avaliacéo do edema de orelha

Para todos os modelos utilizados neste estudo, cada animal foi eutanasiado
com uma sobredosagem de cetamina (240 mg/kg) e xilazina (45 mg/kg), a espessura
(uM) foi medida proxima a extremidade medial da orelha com o auxilio de um
micrometro externo digital (DIGIMESS®, IP40) e um disco (6 mm de didmetro) das
orelhas direita e esquerda foi removido com a ajuda de um punch metélico (Richter).
Esses fragmentos foram pesados em balanca analitica (AY220, Shimadzu) e a diferenca
de peso (mg) entre as orelhas direita e esquerda (ndo inflamada) foi a medida do edema.

4.8.6 Analise histopatologica

As amostras de tecido das orelhas dos camundongos (discos de 6 mm) do
modelo de edema de orelha induzido por 6leo de Créton foram conservadas em formol
10%. Para o preparo das laminas histologicas, as amostras foram fixadas em solucdo
ALFAC (85 mL de alcool 80%, 10 mL de formol 40% e 5 mL de &cido acético glacial)
em um periodo de 16 horas e conservadas em alcool 70% até inicio do processo de
desidratacdo. Em seguida, o material foi desidratado, emblocado em parafina,
seccionado em cortes de 5 pm em micrétomo e coradas com hematoxilina e eosina. O
edema (espessura do corte histologico), infiltracdo de leucdcitos e vasodilatacdo foram
os parametros da inflamacédo avaliados em éreas representativas com aumento de 100x.
Nesses mesmos aumentos, foram realizadas fotografias dos cortes histologicos
utilizando microscépio acoplado & camera fotografica digital (Olympus®, BX-41)
(CHIBLI et al., 2014).

4.8.7 Determinacgdo da mieloperoxidase (MPO)

A avaliacdo da atividade enzimatica da MPO, um indicativo da presenca de
leucdcitos polimorfonucleares nos tecidos, foi realizada pelo método descrito por
Bradley e colaboradores (1982), modificado por De Young e colaboradores (1989). A
fragmentos de tecidos retirados no modelo de edema de orelha induzido por dleo de
Créton foram adicionados 750 pL de tampéo fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4) contendo
0,5% de hexadeciltrimetilamdnio (HTBA) e, ap0s, procedeu-se a trituracdo por cerca de
45 s a 0 °C. O homogenato obtido foi decantado em microtubos e a ele foram
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adicionados 750 pL do tampdo anteriormente descrito. A amostra (1,5 mL) foi colocada
em microtubos e centrifugada a 12000 x g a 4 °C por 15 min. O sobrenadante foi
coletado, armazenado em microtubos e determinou-se a concentragdo de proteinas por
meio do método de Lowry (1951). Este ensaio foi realizado em triplicata em microplaca
de 96 pocos. Em cada poco da microplaca foram adicionados 25 pL de 3,3°,5,5’-
tetrametilbenzidina (TMB), cuja concentracéo final foi de 1,6 mM em DMSO, 100 uL
de perdxido de hidrogénio na concentracdo de 0,003% v/v em tampao fosfato de sodio
pH 5,4 e 25 uL do homogenato. Apds preparada, a microplaca foi incubada a 37 °C por
5 min. Em seguida, a cada poco foram adicionados 100 uL de acido sulfurico (H,SO,) a
4 M a 4 °C, interrompendo a reagdo. As medidas das absorbéncias foram feitas em leitor
de microplaca (Thermoplate®, TP-Reader) em 450 nm e 0s resultados expressos em

mDO/mg de proteina.

4.8.8 Determinacéo da N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG)

A NAG, enzima usada como indicativo da presenca de leucécitos
mononucleares no tecido, foi avaliada segundo Sanchez e Moreno (1999). Para tanto,
aos fragmentos de tecidos retirados no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de
Créton foram adicionados 750 pL de tampéo fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4) contendo
0,5% de HTBA e, em seguida, procedeu-se a trituracdo por cerca de 45 sa 0 °C. O
homogenato obtido foi decantado em microtubos e a ele foram adicionados 750 pL do
tamp&o anteriormente utilizado. A amostra (1,5 mL) foi colocada em microtubos e
centrifugada a 12000 x g a 4 °C por 15 min. O sobrenadante foi coletado, armazenado
em microtubos e determinou-se a concentracdo de proteinas por meio do método de
Lowry (1951). A determinacdo de NAG foi realizada em triplicata em microplaca de 96
poc¢os. A cada poco da microplaca foram adicionados 100 pL do homogenato e 100 pL
de p-nitrofenil-acetamida-p-D-glicopiranosideo (2,24 mM) dissolvidos em tampéo
citrato 0,1 M (pH 4,5). A microplaca preparada foi incubada durante 10 min a 37 °C,
sendo a reacdo interrompida pela adi¢do de 100 pL de tampéo glicina 0,2 M (pH 10,6).
As medidas das absorbancias foram feitas em leitor de microplaca (Thermoplate®, TP-
Reader) em 405 nm e os resultados expressos em mDO/mg de proteina.
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4.8.9 Determinacdo da producéo do oxido nitrico (NO)

A concentracdo de NO foi analisada indiretamente por meio da mensuragéo
das concentrac@es de nitrito (NO;) pelo método colorimétrico de Griess (GREEN et al.,
1982). O reagente de Griess consiste de uma mistura 1:1 de solugédo de sulfanilamida a
1% (m/v) e solugdo de a-naftil-etilenodiamina a 0,1% (m/v), ambas em &cido fosforico
a 5%. O homogenato foi preparado com os fragmentos de orelhas obtidos no modelo de
edema induzido por 6leo de Croton pela adicdo de 3000 pL de salina tamponada (PBS,
pH 7,2) e trituragdo por cerca de 60 s. O homogenato foi coletado e armazenado em
microtubos a 80 °C negativos. A concentracdo de nitrito foi determinada em triplicata
em microplaca de 96 pocos. Em cada poco da microplaca foram adicionados 100 pL do
homogenato e 100 puL do reagente de Griess. A microplaca preparada foi incubada
durante 20 min em temperatura ambiente. As medidas das absorbancias foram feitas em
leitor de microplaca (Thermoplate®, TP-Reader) em 540 nm. As concentracdes de
nitrito foram calculadas a partir de uma curva de calibracdo construida utilizando uma
solucdo de nitrito de sodio (NaNO;) nas concentracbes de 200 a 3,12 uM. As
absorbéncias das diferentes amostras foram comparadas com a curva padrdo e 0s

resultados obtidos expressos em pM.

4.8.10 Determinacédo da producéo de citocinas

A dosagem das citocinas foi realizada pelo método de ELISA (do inglés
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ou ensaio imunoenzimatico usando Kkits
comerciais (PeProtech Inc., Rocky Hill, NJ, EUA). As concentra¢fes de TNF-a e 1L-6
foram medidas no homogenato preparado com os fragmentos de orelhas obtidos no
modelo de edema induzido por 6leo de Crdton. Apos 24 horas de incubacdo do
homogenato (recomendacdo do fabricante), 100 uL de éacido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenztiazolina-6-sulfénico) (ABTS) (Sigma Chemical Co, St. Louis, MIl, USA)
dissolvidos em tampéo citrato (0,05 M, pH 4,0, com 0,01% H,0,) foram aplicados para
visualizagdo da ligagdo com anticorpo. As medidas das absorbancias foram feitas em
leitor de microplaca (Thermoplate®, TP-Reader) em 405 nm. Os niveis de sensibilidade
para os kits de TNF-a e IL-6 foram de 16 pg/mL (de acordo com as especificacdes do

fabricante).
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo ou erro padréo
médio (E.P.M.) A significancia estatistica entre os grupos foi avaliada por analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de Tukey ou Newman-
Keuls. O nivel de significancia aceito para os testes foi de p < 0,001. Todos os testes
foram realizados utilizando o software GraphPad Prism®5 (San Diego, CA, Estados

Unidos da América).
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5. RESULTADOS

5.1 MASSAS E RENDIMENTOS DOS EXTRATOS HIDROETANOLICOS DE

Kalanchoe brasiliensis

A Tabela 6 apresenta os resultados das massas (g) e rendimentos (%) obtidos
com EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70. Pela andlise desta Tabela,
observa-se que, a partir de 300 g das folhas de K. brasiliensis coletadas nos meses de
janeiro e setembro de 2016, EHJ50 e EHJ70 apresentaram o0s maiores rendimentos

(4,14% e 4,11%, nessa ordem), enquanto EHS30 revelou o menor percentual (3,04%).

Tabela 6 - Resultados das massas e dos rendimentos dos extratos hidroetandlicos 30%, 50% e
70% das folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro e setembro de 2016

Més / Ano Extrato Massa (9) Rendimento (%)
EHJ30 10,32 3,44
Janeiro / 2016 EHJ50 12,43 4,14
EHJ70 12,34 411
EHS30 9,11 3,04
Setembro / 2016 EHS50 10,21 3,40
EHS70 10,81 3,60

EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetandlico 50% janeiro; EHJ70:
extrato hidroetanélico 70% janeiro; EHS30: extrato hidroetandlico 30% setembro; EHS50:
extrato hidroetandlico 50% setembro; EHS70: extrato hidroetanolico 70% setembro.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

5.2 INVESTIGACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS
HIDROETANOLICOS DE Kalanchoe brasiliensis POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A DETECTOR DE ARRANJO DE
DIODO (CLAE-DAD)

No presente estudo, EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 foram
submetidos a analise por CLAE-DAD nos comprimentos de onda de 230, 254, 280 e

330 nm para investigacdo de suas composi¢fes quimicas.
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5.2.1 Perfis cromatogréaficos dos extratos hidroetandlicos 30%, 50% e 70% das

folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro de 2016

As Figuras 25, 26 e 27 apresentam os perfis cromatograficos de EHJ30, EHJ50 e
EHJ70, respectivamente, obtidos nos comprimentos de onda (A) 230, (B) 254, (C) 330 e
(D) 280 nm.

Figura 25 - Perfis cromatograficos do extrato hidroetandlico 30% janeiro de Kalanchoe
brasiliensis (EHJ30) obtidos por CLAE-DAD a (A) 230, (B) 254, (C) 330 e (D) 280 nm
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Figura 26 - Perfis cromatograficos do extrato hidroetandlico 50% janeiro de Kalanchoe
brasiliensis (EHJ50) obtidos por CLAE-DAD a (A) 230, (B) 254, (C) 330 e (D) 280 nm
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Figura 27 - Perfis cromatograficos do extrato hidroetandlico 70% janeiro de Kalanchoe
brasiliensis (EHJ70) obtidos por CLAE-DAD a (A) 230, (B) 254, (C) 330 e (D) 280 nm
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Apos apreciacdo das resolucdes dos perfis cromatograficos apresentados nas
Figuras 25, 26 e 27 (A), (B), (C) e (D), optou-se pela ampliacdo daqueles obtidos a 254
nm, em virtude da melhor visualizacdo dos picos detectados. Assim, foi possivel
observar a presenca de seis picos principais em EHJ30 (Figura 28), EHJ50 (Figura 29) e

EHJ70 (Figura 30), com tempos de retencgéo (tr) similares entre si.

Figura 28 - Perfil cromatografico do extrato hidroetandlico 30% janeiro de Kalanchoe
brasiliensis (EHJ30) obtido por CLAE-DAD a 254 nm
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Figura 29 - Perfil cromatografico do extrato hidroetandlico 50% janeiro de Kalanchoe

brasiliensis (EHJ50) obtido por CLAE-DAD a 254 nm
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Figura 30 - Perfil cromatografico do extrato hidroetandlico 70% janeiro de Kalanchoe
brasiliensis (EHJ70) obtido por CLAE-DAD a 254 nm
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Na Figura 31, observam-se 0s espectros de absorcdo na regido do UV
correspondentes aos seis picos detectados nos perfis cromatogréficos de EHJ30, EHJ50
e EHJ70 obtidos por CLAE-DAD a 254 nm (Figuras 28, 29 e 30, respectivamente),
sugestivos de flavonoides, especificamente das classes flavonois e flavonas. De acordo
com a revisao da literatura, espectros tipicos destas substancias apresentam bandas de
absorcdo nas faixas de comprimento de onda de 300 a 385 nm e de 250 a 295 nm
(HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; TSIMOGIANNIS et al., 2007).
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Figura 31 - Espectros de absor¢cdo na regido do UV dos picos detectados nos perfis
cromatograficos dos extratos hidroetandlicos 30% janeiro (EHJ30), 50% janeiro (EHJ50) e 70%
janeiro (EHJ70) de Kalanchoe brasiliensis obtidos por CLAE-DAD a 254 nm
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A: espectro UV correspondente ao pico 1; B: espectro UV correspondente ao pico 2; C: espectro
UV correspondente ao pico 3; D: espectro UV correspondente ao pico 4; E: espectro UV
correspondente ao pico 5; F: espectro UV correspondente ao pico 6.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

5.2.2 Perfis cromatogréaficos dos extratos hidroetandlicos 30%, 50% e 70% das

folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em setembro de 2016

As Figuras 32, 33 e 34 apresentam os perfis cromatograficos de EHS30,
EHS50 e EHS70, respectivamente, obtidos nos comprimentos de onda (A) 254, (B) 230,
(C) 280 e (D) 330 nm.



89

Figura 32 - Perfis cromatograficos do extrato hidroetandlico 30% setembro de Kalanchoe

brasiliensis (EHS30) obtidos por CLAE-DAD a (A) 254, (B) 230, (C) 280 e (D) 330 nm
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Figura 33 - Perfis cromatogréficos do extrato hidroetanodlico 50% setembro de Kalanchoe

brasiliensis (EHS50) obtidos por CLAE-DAD a (A) 254, (B) 230, (C) 280 e (D) 330 nm
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Figura 34 - Perfis cromatogréficos do extrato hidroetanodlico 70% setembro de Kalanchoe
brasiliensis (EHS70) obtidos por CLAE-DAD a (A) 254, (B) 230, (C) 280 e (D) 330 nm
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Ap0s apreciacdo das resolucdes dos perfis cromatograficos apresentados nas
Figuras 32, 33 e 34 (A), (B), (C) e (D), optou-se pela ampliagéo daqueles obtidos a 254
nm, em virtude da melhor visualizacdo dos picos detectados. Assim, foi possivel
observar a presenca de sete picos principais em EHS30 (Figura 35) e EHS50 (Figura
36) e seis em EHS70 (Figura 37), com trs similares entre si, conforme apresenta a
Tabela 7.

Figura 35 - Perfil cromatografico do extrato hidroetandlico 30% setembro de Kalanchoe
brasiliensis (EHS30) obtido por CLAE-DAD a 254 nm
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Figura 36 - Perfil cromatografico do extrato hidroetandlico 50% setembro de Kalanchoe
brasiliensis (EHS50) obtido por CLAE-DAD a 254 nm
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Figura 37 - Perfil cromatografico do extrato hidroetandlico 70% setembro de Kalanchoe
brasiliensis (EHS70) obtido por CLAE-DAD a 254 nm
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A analise das Figuras 35, 36 e 37 permite observar uma discreta alteracao
nos perfis cromatogréficos e nos try dos extratos investigados, sendo possivel a
percepcdo de dois sinais no pico 4 em EHS30, EHS50 e EHS70, compativel com a
presenca de duas substancias, e a ndo deteccao do pico 6 em EHS70.

A Tabela 7 apresenta um resumo dos trs dos principais picos detectados em
EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 por meio de CLAE-DAD a 254 nm.
Conforme mostra esta Tabela, os valores dos trs obtidos foram muito similares entre si.
Apesar dos perfis cromatograficos de EHS50 e EHS70 permitirem a deteccdo dos picos
1,4 e 6, e 4 (Figuras 36 e 37), nessa ordem, ndo foi possivel determinar seus trs visto

que o sinal foi muito baixo, sendo incapaz de ser captado pelo detector.

Tabela 7 - Valores dos tempos de retencdo dos principais picos detectados nos perfis

cromatograficos dos extratos hidroetandlicos 30%, 50% e 70% das folhas de Kalanchoe

brasiliensis coletadas em janeiro e setembro de 2016 e obtidos por CLAE-DAD a 254 nm
Tempo de Retencdo (minutos)

ico EHJ30 EHJ50 EHJ70 EHS30 EHS50 EHS70
1 15,399 15,317 15,289 15,127 ND 15,019
2 17,094 17,001 16,972 16,684 16,614 16,571
3 18,486 18,398 18,359 18,088 18,012 17,968
4 19,894 19,803 19,764 19,637 ND ND
5 20,871 20,795 20,747 20,460 20,400 20,350
6 22,413 22,342 22,301 21,752 ND 21,908
7 NE NE NE 22,030 21,971 NE

ND: Né&o determinado; NE: N&o detectado; EHJ30: extrato hidroetanélico 30% janeiro; EHJ50:
extrato hidroetanélico 50% janeiro; EHJ70: extrato hidroetandlico 70% janeiro; EHS30: extrato
hidroetandlico 30% setembro; EHS50: extrato hidroetandlico 50% setembro; EHS70: extrato
hidroetandlico 70% setembro.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Na Figura 38, observam-se 0s espectros de absorcdo na regido do UV
correspondentes aos sete picos detectados nos perfis cromatograficos de EHS30 e
EHS50 e aos seis de EHS70 obtidos por CLAE-DAD a 254 nm, sugestivos de
flavonoides, especificamente de flavonois e flavona. De acordo com a revisdo da
literatura, espectros tipicos destas substancias apresentam bandas de absorcéo nas faixas
de comprimento de onda de 300 a 385 nm e de 250 a 295 nm (HUBER; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2008; TSIMOGIANNIS et al., 2007).
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Figura 38 - Espectros de absor¢do na regido do UV dos picos detectados nos perfis

cromatograficos dos extratos hidroetandlicos 30% setembro (EHS30), 50% setembro (EHS50) e

70% setembro (EHS70) de Kalanchoe brasiliensis obtidos por CLAE-DAD a 254 nm
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A: espectro UV correspondente ao pico 1; B: espectro UV correspondente ao pico 2; C: espectro
UV correspondente ao pico 3; D: espectro UV correspondente ao pico 4; E: espectro UV
correspondente ao pico 5; F: espectro UV correspondente ao pico 6; G: espectro UV
correspondente ao pico 7.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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5.3 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS

A determinacdo do teor de fendis totais de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30,
EHS50 e EHS70 foi realizada utilizando a curva de calibragdo do &cido tanico (Figura
39). A equacdo da reta foi obtida apos andlise de regressdo linear (y = 0,1034x +
0,0392, com coeficiente de determinacéo R* = 0,9978). Nesta equacéo, os valores de "y"
foram substituidos pelas absorbancias dos extratos e os valores de "x" corresponderam
as concentracbes de fendis totais nos extratos analisados. Considerados os fatores de
diluicdo empregados, as concentracdes foram ajustadas para teores de fendis totais,

expressos em mg de fendis/g de extrato equivalente a acido tanico (EAT).

Figura 39 - Imagem gréafica da curva de calibracdo da solucdo padrdo de &cido tanico
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

A Tabela 8 apresenta os resultados dos teores de fendis totais de EHJ30,
EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 em EAT. Conforme se observa pela analise
desta Tabela, estes valores variaram de 25,47 a 30,11 mg/g EAT, sendo que 0 maior
teor foi observado para EHJ70 (30,11 mg de fendis/g de EHJ70 EAT), enquanto o
menor para EHS30 (25,47 mg de fendis/g de EHS30 EAT). Observa-se, ainda, que com
excecdo de EHS70, os extratos hidroetandlicos janeiro apresentaram teores de fendis

totais discretamente maiores que aqueles de setembro.



Tabela 8 - Resultados dos teores de fendis totais de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e

EHS70 em equivalente a &cido tanico (EAT)

Extrato mg de fenois/g de extrato EAT
EHJ30 26,66 + 0,27
EHJ50 28,16 + 0,07
EHJ70 30,11 £ 0,27
EHS30 25,47 £ 0,24
EHS50 26,17 £ 0,02
EHS70 27,06 £ 0,10
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EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetanélico 50% janeiro; EHJ70:
extrato hidroetandlico 70% janeiro; EHS30: extrato hidroetandlico 30% setembro; EHS50:
extrato hidroetanolico 50% setembro; EHS70: extrato hidroetanolico 70% setembro.
Os valores correspondem a média * desvio padrdo. As médias diferem entre si ap6s analise de
variancia seguida do teste de Tukey para p < 0,001.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

5.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinacdo do teor de flavonoides totais de EHJ30, EHJ50, EHJ70,

EHS30, EHS50 e EHS70 foi realizada utilizando a curva de calibracdo da rutina (Figura

40). A equacdo da reta foi obtida apos andlise de regressdao linear pelo método dos

minimos quadrados (y = 0,0396x - 0,0257, com coeficiente de determinacdo R?

0,9928). A concentracdo foi ajustada em teor de flavonoides totais equivalentes a rutina

(ER).

Figura 40 - Imagem gréfica da curva de calibracdo da solucdo padrdo de rutina
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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A Tabela 9 apresenta os resultados dos teores de flavonoides totais de
EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 em ER. Pela andlise desta Tabela,
observa-se que estes valores variaram de 11,84 a 16,95 mg/g de extrato ER, sendo que o
maior teor foi observado para EHJ70 (16,95 mg de flavonoides/g de EHJ70 ER),
enquanto o menor para EHS30 (11,84 mg de flavonoides/g de EHS30 ER). Observa-se,
ainda, que os extratos hidroetandlicos janeiro apresentaram teores de flavonoides totais

maiores que aqueles de setembro.

Tabela 9 - Resultados dos teores de flavonoides totais de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30,
EHS50 e EHS70 em equivalente a rutina (ER)

Extrato mg de flavonoides/g de extrato ER
EHJ30 16,59 + 0,17
EHJ50 15,43+0,19
EHJ70 16,95 + 0,05
EHS30 11,84 + 0,00
EHS50 12,49+ 0,10
EHS70 13,33+ 0,05

EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetanélico 50% janeiro; EHJ70:
extrato hidroetandlico 70% janeiro; EHS30: extrato hidroetandlico 30% setembro; EHS50:
extrato hidroetanolico 50% setembro; EHS70: extrato hidroetanoélico 70% setembro.

Os valores correspondem a média * desvio padrdo. As médias diferem entre si ap6s analise de
variancia seguida do teste de Tukey para p < 0,001.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

55 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vitro DOS EXTRATOS
HIDROETANOLICOS DE Kalanchoe brasiliensis

5.5.1 Método do sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH?¢)

A atividade antioxidante in vitro de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50
e EHS70 foi inicialmente avaliada pelo método do sequestro do radical DPPHe.
Conforme mostram a Figura 41 e a Tabela 10, EHJ50 apresentou maior porcentagem de
inibicdo (%l), com valor igual a 69,13%, enquanto EHS30 revelou a menor %I,

equivalente a 53,85%.
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Figura 41 - Porcentagens de inibicdo (%I) dos extratos hidroetandlicos 30%, 50% e 70% das
folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro e setembro de 2016, acido ascorbico e

quercetina
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EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetanélico 50% janeiro; EHJ70:
extrato hidroetandlico 70% janeiro; EHS30: extrato hidroetandlico 30% setembro; EHS50:
extrato hidroetanolico 50% setembro; EHS70: extrato hidroetanodlico 70% setembro.
Os valores correspondem a média E.P.M. As médias diferem entre si ap6s analise de varidncia

seguida do teste de Tukey para p < 0,001.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

A Tabela 10 apresenta, ainda, os resultados da CEsy de EHJ30, EHJ50,
EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70. De acordo com os dados desta Tabela, os valores de
CEs variaram de 58,08 + 15,87 (EHJ50) a 257,70 £ 79,47 pg/mL (EHS30) e ndo foram

significativamente diferentes entre si (p < 0,001).

Tabela 10 - Resultados da porcentagem de inibicdo (%l) e da CEs, dos extratos hidroetandlicos
30%, 50% e 70% das folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro e setembro de 2016

obtidos pelo método do sequestro do radical DPPHe

Extrato / Substancia Padrao %l CEsp (ug/mL)
EHJ30 59,11 96,18 + 15,03
EHJ50 69,13 58,08 + 15,87
EHJ70 64,36 86,71 + 22,28
EHS30 53,85 257,70 + 79,47
EHS50 68,01 100,10 £ 29,60
EHS70 62,03 120,04 + 32,53
Acido ascorbico 98,00 0,52 + 0,04

Quercetina 93,91 0,40 £ 0,10

EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetandlico 50% janeiro; EHJ70:
extrato hidroetanélico 70% janeiro; EHS30: extrato hidroetanélico 30% setembro; EHS50:
extrato hidroetandlico 50% setembro; EHS70: extrato hidroetanolico 70% setembro.
Os valores correspondem & média + E.P.M. As médias das amostras ndao diferem entre si apds

analise de variancia seguida do teste de Tukey para p < 0,001.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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5.5.2 Metodo de reducgdo da complexacédo do fosfomolibdénio

A determinacdo da atividade antioxidante in vitro de EHJ30, EHJ50, EHJ70,
EHS30, EHS50 e EHS70 foi também investigada pelo método de reducdo da
complexagédo do fosfomolibdénio. Conforme mostra a Tabela 11, pode-se observar que
EHJ50 e EHJ70 apresentaram os maiores valores de AAR% (16,730 + 0,342 e 16,780 +

0,239, respectivamente) quando comparados aos demais extratos.

Tabela 11 - Resultados dos valores da Atividade Antioxidante Relativa (AAR%) dos extratos
hidroetandlicos 30%, 50% e 70% das folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro e
setembro de 2016 obtidos pelo método de redugdo da complexagdo do fosfomolibdénio

Extrato AARY% (4cido ascérbico)
EHJ30 10,080 + 0,232
EHJ50 16,730 £ 0,342
EHJ70 16,780 £ 0,239
EHS30 8,491 + 0,233
EHS50 13,040 £ 0,364
EHS70 12,810 + 0,353

EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetandlico 50% janeiro; EHJ70:
extrato hidroetandlico 70% janeiro; EHS30: extrato hidroetandlico 30% setembro; EHS50:
extrato hidroetandlico 50% setembro; EHS70: extrato hidroetanélico 70% setembro.

Os valores correspondem a média E.P.M. As médias diferem entre si ap6s analise de variancia
seguida do teste de Tukey para p < 0,001 com excec¢do de EHJ50 e EHJ70, que ndo diferem
entre si.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

5.5.3 Método da co-oxidac¢do do sistema B-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante in vitro foi ainda investigada pelo método de co-
oxidagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico. Pela analise da Figura 42, observa-se o
decaimento das absorbancias obtidas com EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e
EHS70 em relacdo ao tempo (min) em decorréncia da oxidacdo do f-caroteno. Desta
forma, quanto menor o decaimento, maior a %l. Entre os extratos investigados por este
método, EHJ70 demonstrou menor decaimento e, consequentemente, maior %l (Figura
42). Considerando a %l, os resultados obtidos com EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30,
EHS50, EHS70 e quercetina variaram de 37,51 + 0,47% a 92,33 £ 0,67%, sendo que

EHJ70 mostrou-se o extrato mais eficiente, com 44,46 + 0,84% (Tabela 12).
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Figura 42 - Decaimento da absorbancia em fungdo do tempo pelo método de co-oxidagdo do
sistema [B-caroteno/acido linoleico obtido com os extratos hidroetanélicos 30%, 50% e 70% das
folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro e setembro de 2016 e com quercetina

Controle
EHJ30
EHJ50
EHJ70
EHS30
EHS50
EHS70

Absorbancia
@]

AXRRERE

Quercetina

0.0 T T T T T T T 1
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EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetandlico 50% janeiro; EHJ70:
extrato hidroetanélico 70% janeiro; EHS30: extrato hidroetandlico 30% setembro; EHS50:
extrato hidroetandlico 50% setembro; EHS70: extrato hidroetanolico 70% setembro.

Os valores correspondem a média E.P.M. As médias diferem em relacdo ao controle ap6s
andlise de variancia seguida do teste de Tukey para p < 0,05.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

A Figura 42 também permitiu o célculo dos valores de F1 e F2, fornecendo
dados adicionais sobre a atividade antioxidante in vitro. EHJ70 mostrou os valores mais
baixos entre os extratos avaliados, com F1 de 0,43 + 0,04 e F2 de 0,57 £ 0,04. A
quercetina (controle positivo) apresentou valores iguais a 0,12 + 0,01 e 0,53 + 0,03, para

F1 e F2, respectivamente (Tabela 12).

Tabela 12 - Atividade antioxidante in vitro dos extratos hidroetanolicos 30%, 50% e 70% das
folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro e setembro de 2016 pelo método de co-
oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoleico

Extrato / Substancia Padrao %l F1 F2

EHJ30 40,67+0,50 0,55+0,03 0,76+0,02
EHJ50 39,84+059 058+0,02 0,72+0,02
EHJ70 44,46+0,84 043+0,04 0,57+0,04
EHS30 41,04+042 055001 0,72+£0,01
EHS50 3751+047 0,62+0,03 0,69+0,03
EHS70 41,85+0,39 052+0,05 0,66+0,05
Quercetina 92,33+x0,67 0,12+0,01 0,53+0,03

EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetanélico 50% janeiro; EHJ70:
extrato hidroetandlico 70% janeiro; EHS30: extrato hidroetandlico 30% setembro; EHS50:
extrato hidroetanélico 50% setembro; EHS70: extrato hidroetan6lico 70% setembro; %l:
porcentagem de inibicdo da peroxidagdo lipidica. Os valores correspondem a média +
E.P.M. As médias ndo diferem entre si apds analise de variancia seguida do tesde de Tukey para
p <0,001.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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5.6 AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA in vitro DOS EXTRATOS
HIDROETANOLICOS DE Kalanchoe brasiliensis

5.6.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéoria Minima e da Concentracao
Bactericida Minima e classificacdo do efeito antibacteriano bactericida ou
bacteriostatico

Os valores de CIM de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70
para as cepas de referéncia e de rotina, obtidos pelo método de microdilui¢cdo em caldo,
estdo apresentados na Tabela 13 e 14, nessa ordem. EHJ70 e EHS70 mostraram-se 0s
mais eficientes, sendo ativos frente a quatro das oito cepas de referéncia testadas [S.
aureus (ATCC® 6538), E. coli (ATCC® 25922), S. Thyphimurium (ATCC® 13311) e S.
Choleraesuis (ATCC® 10708)], com CIM de 5000 pg/mL. EHJ30, EHJ50, EHJ70,
EHS30, EHS50 e EHS70 ndo foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus
(ATCC®29213), E. coli (ATCC® 10536), P. aeruginosa (ATCC® 9027) e P. aeruginosa
(ATCC®27853) nas concentracdes testadas (Tabela 13).

Quanto as cepas de rotina, EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70
mostraram-se ativos, sendo que EHJ30, EHJ50 e EHJ70 foram mais eficientes, inibindo
0 crescimento de nove das dez cepas testadas (MRSA 1485279, MRSA 1605677,
MRSA 1664534, MRSA 1830466, S. Enteritidis 1406591, S. Enteritidis 1418594, S.
Enteritidis 1428260, Salmonella spp. 1266695 e Salmonella spp. 1507788), com CIM
de 5000 pg/mL. Nenhum dos extratos investigados foi capaz de inibir o crescimento de
MRSA 1688441 nas concentracOes testadas (Tabela 14).

Ampicilina e cloranfenicol (antibi6ticos-padréo) apresentaram valores de
CIM dentro dos intervalos descritos no documento M100-S24 (CLSI, 2014) para as

cepas bacterianas usadas para validacéo dos ensaios.
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Tabela 13 - Valores da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) em pg/mL dos extratos hidroetandlicos 30%,
50% e 70% das folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro e setembro de 2016 e dos antibioticos-padrao frente as cepas de referéncia testadas

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL Concentracao
Bactericida

Cepa de Referéncia Extrato Antibiético-Padrao Minima (CBM)

(Mg/mL)
EHJ30 EHJ50 EHJ70 EHS30 EHS50 EHS70 AMP™ CHL™

S. aureus (ATCC®6538) >5000 >5000 50000 >5000 >5000 5000 <4 8 > 5000
S. aureus (ATCC®29213) >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 > 5000 <4 g > 5000
E. coli (ATCC®10536) >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 > 5000 <4 <4 > 5000
E. coli (ATCC® 25922) 5000° 5000 5000° >5000 >5000 5000 < 4" < 4 > 5000
S. Choleraesuis (ATCC® 10708) 5000° 5000 5000 5000 5000 5000 <4 <4 > 5000
S. Thyphimurium (ATCC®13311) 50000 5000 5000 5000 5000 5000 <4 <4 > 5000
P. aeruginosa (ATCC®9027) >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 > 5000 > 500 64 > 5000
P. aeruginosa (ATTC® 27853) >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 > 5000 > 500° 64° > 5000

EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetanélico 50% janeiro; EHJ70: extrato hidroetandlico 70% janeiro; EHS30: extrato
hidroetanélico 30% setembro; EHS50: extrato hidroetandlico 50% setembro; EHS70: extrato hidroetandlico 70% setembro; AMP: ampicilina; CHL:
cloranfenicol.

*Para estes casos, 0s valores de CBM estavam acima de 5000 pg/mL, sendo o efeito bacteriostéatico.

**Qs valores de CIM obtidos com AMP e CHL estavam de acordo com os intervalos de controle de qualidade reportados para organismos néo fastidiosos pelo
CLSI (2014), conforme documento M100-S24: (a) 0,5a 2 pug/ mL; (b) 2 a 16 ug / mL; (c) ndo reportado; (d) 2 a 8 ug / mL. Esses valores classificam essas
bactérias como sensiveis, com excecdo de P. aeruginosa (ATTC®27853).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Tabela 14 - Valores da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) em pg/mL dos extratos hidroetanélicos 30%,
50% e 70% das folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro e setembro de 2016 e dos antibi6ticos-padrdo frente as cepas de rotina testadas

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL

Concentracgéo

Cepa de Rotina Extrato Antibiotico-Padréo Bactericida Minma
EHJ30 EHJ50 EHJ70 EHS30 EHS50 EHS70 AMP CHL (CBM) (ng/mL)

MRSA 1485279 5000 5000 50000 >5000 > 5000 5000 500 125 > 5000
MRSA 1605677 5000 5000 5000° 5000  >5000 5000 125 8 > 5000
MRSA 1664534 5000 5000 5000°  >5000 >5000 5000 32 8 > 5000
MRSA 1688441 >5000 >5000 >5000 >5000 >5000  >5000 250 250 > 5000
MRSA 1830466 5000 5000 5000° 5000  >5000 5000 125 <4 > 5000
S.Enteritidis 1406591 5000 5000 5000° 5000 5000 5000 <4 <4 > 5000
S.Enteritidis 1418594 5000 5000 5000 5000 5000 5000 <4 <4 > 5000
S.Enteritidis 1628260 5000 5000 5000 5000 5000 5000 <4 <4 > 5000
Salmonella spp. 1266695 5000 5000 5000 5000 5000 5000 > 500 <4 > 5000
Salmonella spp. 1507788 5000 5000 5000 5000 5000 5000 <4 <4 > 5000

EHJ30: extrato hidroetandlico 30% janeiro; EHJ50: extrato hidroetandlico 50% janeiro; EHJ70: extrato hidroetandlico 70% janeiro; EHS30: extrato
hidroetandlico 30% setembro; EHS50: extrato hidroetandlico 50% setembro; EHS70: extrato hidroetandlico 70% setembro; AMP: ampicilina; CHL:

cloranfenicol.

*Para estes casos, os valores de CBM estavam acima de 5000 pg/mL, sendo o efeito bacteriostéatico.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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5.7 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA in vivo

5.7.1 Efeito do EHJ50 e EHJ70 sobre o edema de orelha induzido por éleo de
Croton

Apds 6 h da aplicacdo topica de Oleo de Crdton ocorreu um aumento
expressivo da espessura da orelha com formacédo de edema no grupo controle (158,00 +
10,64 pm). EHJ50 reduziu a espessura do edema em 31,01; 35,44 e 37,97% nas doses
de 0,10; 0,50 e 1,0 mg/orelha (p < 0,01 ou p < 0,001), respectivamente, em relagéo ao
grupo controle (Tabela 15). Nesta Tabela, observa-se, também, que EHJ70 nas doses
citadas causou inibicdo de 42,41; 25,32 e 26,58%, respectivamente, quando comparado
ao grupo controle (p < 0,01 ou p <0,001).

Medidas realizadas apds 24 h de tratamento mostraram um aumento
significativo (p < 0,001) da inibicdo da espessura do edema pelos extratos testados.
Doses de 0,10; 0,50 e 1,0 mg/orelha de EHJ50 diminuiram a espessura do edema em
85,07; 79,10 e 84,33%, enquanto EHJ70 reduziu em 80,60; 74,63 e 78,36%,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle. Considerando a massa do
edema nesse tempo, os resultados corroboram a reducédo significativa (p < 0,001) da
espessura nas doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha, diminuindo em 62,03; 72,88 e 78,64%
para EHJ50 e 71,19; 66,10 e 80,34%, nessa ordem, em compara¢do ao controle
negativo. Como esperado, nos tempos avaliados dexametasona mostrou seu efeito anti-

inflamatério (Tabela 15).
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Tabela 15 - Efeito dos extratos hidroetandlicos 50% e 70% das folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro de 2016 sobre o edema de orelha
induzido por 6leo de Croton ap6s 6 e 24 horas de tratamento

Espessura (um) Massa (mg)
Grupo Dose
6h Inibicao (%) 24 h Inibicéo (%) 24 h Inibicado (%)

Controle 20 pL/orelha 158,00 + 10,64 0 137,10 + 12,32 0 2,95+ 0,24 0
Dexametasona 0,1 mglorelha 44,83+ 11,06 71,51 38,67 552 66,42 0,670,221 77,29

0,1 mg/orelha 108,70 + 0,011 31,01 19,50 + 3,92 85,07 1,12 +£0,18" 62,03
EHJ50 0,5 mg/orelha 101,70 + 0,001 35,44 27,67 +587 " 79,10 0,80+0,12"" 72,88

1,0 mglorelha 97,67 0,021 37,97 21,05 + 4,98 84,33 0,63+0,13" 78,64

0,1 mg/orelha 91,00 + 0,007 42,41 255+5,64 80,60 0,85+0,18" 71,19
EHJ70 0,5 mg/orelha 118,00 + 7,45 25,32 34,17 4,20 74,63 1,00 £0,12° 66,10

1,0 mg/orelha 115,50 + 10,27 26,58 28,83+521" 78,36 0,58+0,18"" 80,34
Basal - 350+154" - 433+0,76 - 0,02 +0,01

Os valores correspondem a média £ E.P.M. (n = 6). **p < 0,01, ***p < 0,001 diferente do grupo controle ap6s analise de variancia seguida do teste de
Student-Newman-Keuls. EHJ50: extrato hidroetandlico 50% janeiro; EHJ70: extrato hidroetanolico 70% janeiro.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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5.7.2 Efeito do EHJ50 e EHJ70 sobre o edema de orelha induzido por fenol

A aplicacéo tdpica de fenol na orelha de camundongos resultou no aumento
da espessura quando avaliada 2 h ap6s o desafio. O tratamento com EHJ50 reduziu
significativamente (p < 0,001) a espessura do edema em 96,46; 96,49 e 96,54% nas
doses de 0,10; 0,50 e 1,0 mg/orelha em comparacao ao grupo controle, respectivamente
(Tabela 16). Quando comparado ao grupo controle, doses de 0,10; 0,50 e 1,0 mg/orelha
de EHJ70 causaram inibic¢do significativa (p < 0,001) do edema de orelha em 96,49;
96,56 e 96,74%, nessa ordem. Adicionalmente, EHJ50 e EHJ70 promoveram um
significativo efeito anti-inflamatorio (p < 0,001), com mais de 93% de inibicdo da

massa do edema. Dexametasona foi efetiva em ambas as medidas (espessura e massa).



108

Tabela 16 - Efeito dos extratos hidroetandlicos 50% e 70% das folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro de 2016 sobre o edema de orelha
induzido por fenol

Grupo Dose Espessura (um)  Inibicdo (%) Massa (mg) Inibicao (%)
Controle 20 pL/orelha 355,30 + 7,99 - 7,82+0,28 -
Dexametasona 0,1 mg/orelha 96,83 + 4,36 72,74 4,83+0,17 38,24

0,1 mg/orelha 12,56+ 1,24 96,46 0,50 + 0,08 93,60
EHJ50 0,5 mg/orelha 12,44 +0,70" 96,49 0,54 +0,08 93,09

1,0 mglorelna 12,28 +0,37" 96,54 0,39 + 0,07 95,01

0,1 mglorelha 12,44 +226 96,49 0,52 + 0,05 93,35
EHJ70 0,5 mglorelha  12,22+1,76" 96,56 0,45 + 0,06 94,24

1,0 mg/orelna 11,61+ 1,65 96,73 0,34 +0,09 95,65
Basal - 3,83+0,75 - 0,19 + 0,04 -

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n = 6). ***p < 0,001 diferente do grupo controle apds andlise de variancia seguida do teste de Student-Newman-
Keuls. EHJ50: extrato hidroetanolico 50% janeiro; EHJ70: extrato hidroetanolico 70% janeiro.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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5.7.3 Efeito do EHJ50 e EHJ70 sobre o edema de orelha induzido por histamina

A aplicacdo intradérmica de histamina na orelha de camundongos resultou
no aumento da espessura e massa quando avaliada 2 horas apos o desafio. EHJ50 e
EHJ70 ndo promoveram inibicdo significativa dos pardmetros inflamatdrios induzidos
por este agente irritante (Tabela 17). Dexametasona (controle positivo) foi ativa,
produzindo 59,59 e 58,80% de inibicdo da espessura e massa do edema de orelha,

respectivamente, quando comparada ao grupo controle.
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Tabela 17 - Efeito dos extratos hidroetandlicos 50% e 70% das folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro de 2016 sobre o edema de orelha
induzido por histamina

Grupo Dose Espessura (um)  Inibicdo (%) Massa (mg) Inibicédo (%)

Controle 20 pL/orelha 84,56 + 9,48 - 3,01 +0,25 -

Dexametasona 0,1 mg/orelha 34,17 +4,82" 59,59 1,24 +0,08" 58,80

0,1 mg/orelha 61,00 + 8,72 27,86 2,29+0,21 23,92

EHJ50 0,5 mg/orelha 72,13 £ 6,28 14,70 2,70 £ 0,23 10,30

1,0 mg/orelha 93,17 £ 9,76 - 2,84 £ 0,20 5,65

0,1 mg/orelha 107,30 + 6,66 - 2,78 £0,21 7,64

EHJ70 0,5 mg/orelha 83,36 = 8,42 1,18 2,27+ 0,20 24,58

1,0 mg/orelha 101,60 + 8,89 - 2,58 £ 0,20 14,29
Basal - 9,06+1,21 - 0,720,127 -

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n = 6). ***p < 0,001 diferente do grupo controle apés analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-
Keuls. EHJ50: extrato hidroetanolico 50% janeiro; EHJ70: extrato hidroetanolico 70% janeiro.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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5.7.4 Analise histopatoldgica

Para confirmacdo do efeito anti-inflamatério topico de EHJ50 e EHJ70
observado na Tabela 15, procedeu-se a andlise histopatologica dos parametros de
inflamacdo. Na Figura 43 sdo mostrados cortes representativos (100x) de orelhas de
camundongos de cada grupo experimental. A analise destes cortes histoldgicos
demonstrou que, apos 24 horas da aplicacdo topica do Oleo de Croton, ocorreu uma
formacgdo expressiva do edema, com aumento da espessura da orelha, bem como
vasodilatacdo e infiltracdo de leucocitos polimorfonucleares no grupo controle (Figura
43A). Os dados também revelaram que os parametros inflamatérios (edema e infiltracdo
leucocitaria) foram suprimidos apds tratamento com EHJ50 e EHJ70 nas doses
utilizadas (0,1; 0,5 e 1 mg/orelha), conforme se observa nas Figuras 43C a 43H,
respectivamente. Dexametasona (0,1 mg/orelha; controle positivo) foi efetiva em
reduzir os parametros inflamatérios (Figura 43B). Problemas operacionais relativos ao
microscopio ndo permitiram a obtencdo de imagens dos cortes histolégicos com a

qualidade pretendida.
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Figura 43 - Anélise histoldgica do efeito dos extratos hidroetandlicos 50% e 70% das folhas de
Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro de 2016 sobre o0 edema de orelha induzido por 6leo
de Croton

T ————r

Cortes histologicos de orelhas de camundongos corados com hematoxilina-eosina (100x, escala
de 100 um). (A) Controle (solucdo salina); (B) dexametasona 0,1 mg/orelha; (C): EHJ50 0,1
mg/orelha; (D): EHJ50 0,5 mg/orelha; (E): EHJ50 1,0 mg/orelha; (F): EHJ70 0,1 mg/orelha;
(G): EHJ70 0,5 mg/orelha; (H): EHJ70 1,0 mg/orelha; (I): Basal. NUmeros: 1 (derme), 2
(epiderme), 3 (vasodilatacao) e 4 (leucdcitos).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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5.7.5 Efeito do EHJ50 e EHJ70 sobre mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-p-D-
glicosaminidase (NAG)

A acdo do o6leo de Croton promoveu um aumento significativo na MPO do
grupo controle (Tabela 18). Nos grupos submetidos ao tratamento com EHJ50 e EHJ70,
doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha reduziram esta enzima em 81,74; 61,29 e 63,62%
(EHJ50) e 69,96; 55,27 e 77,17% (EHJ70), respectivamente (p < 0,001), em relagcdo ao
grupo controle. Dexametasona inibiu em 69,73% a MPO. Pela analise da Tabela 18
também se observa que a concentracdo de NAG aumentou significativamente no grupo
controle negativo ap6s inducdo do edema com 6leo de Croton. As doses de 0,1; 0,5 e
1,0 mg/orelha de EHJ50 diminuiram a concentracdo desta enzima em 74,80; 69,04 e
70,41%, enquanto EHJ70 causou inibicdo de 76,16; 76,43 e 80,82%, nessa ordem,
quando comparado ao grupo controle. Dexametasona foi efetiva em reduzir a
concentracdo da NAG em 44,93%.
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Tabela 18 - Efeito dos extratos hidroetandlicos 50% e 70% das folhas de Kalanchoe brasiliensis coletadas em janeiro de 2016 sobre mieloperoxidase (MPO)
e N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG)

Grupo Dose MPO (mDO de proteina)  Inibicdo (%) NAG (mDO de proteina) Inibicéo (%0)
Controle 20 pL/orelha 10,82 + 0,39 - 6,16 £ 0,26 -
Dexametasona 0,1 mg/orelha 3,27+0,86 69,73 4,02 +0,08" 44,93

0,1 mg/orelha 1,97 £0,19 81,74 2,28+0,13" 74,80
EHJ50 0,5 mg/orelha 4,18 +0,12" 61,29 0,42 +0,06™" 69,04

1,0 mg/orelha 3,930,597 63,62 1,14 +0,18™ 70,41

0,1 mg/orelha 3,25+0,06 69,96 1,96 0,11 76,16
EHJ70 0,5 mg/orelha 4,84+013" 55,27 1,21 +0,06" 76,43

1,0 mg/orelha 2,47+0,16" 77,17 0,67+0,75 80,82
Basal - 0,94 +0,02 - 0,13+0,017 -

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n = 3). ***p < 0,001 diferente do grupo controle apés analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-
Keuls. EHJ50: extrato hidroetanolico 50% janeiro; EHJ70: extrato hidroetanolico 70% janeiro.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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5.7.6 Efeito do EHJ50 e EHJ70 sobre a producéo de 6xido nitrico (NO)

A producdo de NO foi avaliada ap6s aplicacdo tdpica de 6leo de Croton na
orelha de camundongos, resultando no aumento da concentracdo no grupo controle
(Tabela 19). As aplicagdes topicas de EHJ50 e EHJ70 nas doses de 0,10; 0,50 e 1,0
mg/orelha foram capazes de inibir significativamente (p < 0,001) em 46,74; 52,24 e
57,74% (EHJ50) e 61,16; 62,80 e 67,43% (EHJ70), respectivamente, em relacdo ao
grupo controle. Por sua acéo anti-inflamatoria, dexametasona reduziu a producéo de NO
em 56,09%.

Tabela 19 - Efeito dos extratos hidroetanolicos 50% e 70% das folhas de Kalanchoe brasiliensis
coletadas em janeiro de 2016 sobre a producdo de 6xido nitrico (NO)

Grupo Dose NO (LM) Inibigdo (%)
Controle 20 pL/orelha 12,76 + 0,13 -
Dexametasona 0,1 mg/orelha 8,21+0,07 56,09

0,1 mg/orelha 9,96+ 0,28 46,74
EHJ50 0,5 mg/orelha 8,93+0,19” 52,24

1,0 mg/orelha 7,90 +0,95" 57,74

0,1 mg/orelha 7,26 +0,18" 61,16
EHJ70 0,5 mg/orelha 6,95+ 0,21 62,80

1,0 mg/orelha 6,09 +0,12"" 67,43
Basal - 5.678 £ 0,10 -

Os valores correspondem a média £ E.P.M. (n = 3). ***p < 0,001 diferente do grupo controle
apos analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls. EHJ50: extrato
hidroetandlico 50% janeiro; EHJ70: extrato hidroetandlico 70% janeiro.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

5.7.7 Efeito de EHJ50 e EHJ70 sobre a producéao de citocinas

A producéo de IL-6 foi aumentada ap6s aplicacdo tdpica de 6leo de Croton
na orelha de camundongos do grupo controle (445,50 + 13,54 pg/mL). O tratamento
com EHJ50 e EHJ70 mostrou que a dose de 1,0 mg/orelha foi capaz de reduzir a
producdo de IL-6 em 20,59 e 22,78%, respectivamente, quando comparado ao grupo
controle (Tabela 20). Nessa mesma dose (1,0 mg/orelha), EHJ50 e EHJ70 inibiram a
producdo de TNF-a em 16,71 e 23,71%, nessa ordem. Dexametasona foi efetiva para

ambas citocinas.
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Tabela 20 - Efeito dos extratos hidroetanélicos das folhas de Kalanchoe brasiliensis sobre producgdo de citocinas

Grupo Dose IL-6 (pg/ml) Inibicdo (%)  TNF-a (pg/ml)  Inibic&o (%)
Controle 20 uL/orelha 445,50 + 13,54 - 396,50 + 8,72 -
Dexametasona 0,1 mg/orelha 357,50 + 6,95 19,75% 322,25+9,59 18,72%
0,1 mg/orelha 436,25 + 10,36 2,07% 383,00 + 19,27 3,40%
EHJ50 0,5 mglorelha 435,00 + 13,29 2,36% 377,75+ 8,50 4,73%
1,0 mg/orelna 353,75+ 12,83 20,59% 330,25+ 6,97 16,71%
0,1 mg/orelha 438,00 + 9,25 1,68% 398,75 + 7,24 -
EHJ70 0,5 mg/orelha 437,25+ 5,10 1,85% 340,00 + 9,44 14,25%
1,0 mg/orelna 344,00 590" 22,78% 302,50 +5,36 23,71%
Basal - 231,75+ 15,33 - 105,25 + 10,55 -

Os valores correspondem a média = E.P.M. (n = 3). ***p < 0,001 diferente do grupo controle apds analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-
Keuls. EHJ50: extrato hidroetanolico 50% janeiro; EHJ70: extrato hidroetanolico 70% janeiro.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017



117

6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou a composi¢cdo quimica e as atividades
antioxidante e antibacteriana in vitro dos extratos hidroetandlicos 30%, 50% e 70% das
folhas de Kalanchoe brasiliensis Cambess. (Crassulaceae) coletadas em janeiro (EHJ30,
EHJ50 e EHJ70) e em setembro (EHS30, EHS50 e EHS70), assim como a atividade
anti-inflamatoria topica in vivo dos extratos das folhas dessa espécie vegetal coletadas
em janeiro (EHJ50 e EHJ70), visando fornecer subsidio cientifico para seu uso popular.

Apos a cuidadosa selecdo da espécie vegetal, a extracdo é o primeiro passo
para contribuir com o sucesso do resultado final e do desfecho de qualquer estudo
envolvendo plantas medicinais (AZMIR et al., 2013), estando bem estabelecido que o
método de extracdo pode influenciar fortemente a composicdo quimica do extrato e sua
atividade bioldgica (ATANASOQV et al., 2015).

Segundo Azmir e colaboradores (2013), independente do desenvolvimento
de métodos ndo convencionais tais como ultrassom, campo elétrico pulsado, digestdo
enzimatica, extrusdo, aquecimento por micro-ondas, aquecimento o6hmico, fluidos
supercriticos e solventes acelerados, os procedimentos tradicionais continuam a ser uma
maneira acessivel e barata de se obter extratos de plantas, bem como sdo referéncias
importantes para a comparacao com essas novas metodologias propostas. Assim, até o
presente momento ndo existe relato na literatura de um método considerado de escolha
para esta obtencdo, sendo disponibilizadas varias op¢des visando a obtencdo de extratos
a partir das mais diversas espécies vegetais.

Considerando a espécie K. brasiliensis, esta questdo ndo é diferente e ndo se
observa um método padronizado com o objetivo de detectar e isolar seus constituintes
quimicos e de investigar suas atividades biol6gicas. Sob esta 6ética, os estudos
cientificos disponiveis reportam distintas formas de obtengdo de extratos a partir desta
planta medicinal, tais como extracdo mecénica das folhas e caules (COSTA et al., 1994)
ou somente das folhas (IBRAHIM et al., 2002; MOURAO et al., 1999) com auxilio de
um triturador mecanico industrial (liquidificador ou processador de alimentos) para
obtencdo do "suco"; maceracdo estatica com agua destilada das folhas seguida de
aquecimento a 50 - 60 °C por 30 min (FERREIRA; ROSENTHAL; CARVALHO,
2000) ou das partes aéreas frescas mantidas em contato durante 24 horas em
temperatura ambiente e posterior evaporacao rotativa a 40 °C (FONSECA et al., 2004)

para obtencdo de extrato aquoso; maceracdo com etanol a 90% a temperatura ambiente



118

das folhas dessecadas (SILVA et al., 2009) ou extragdo mecanica com etanol 50% (p/v)
e auxilio de triturador mecanico industrial das folhas frescas (COSTA et al., 2014;
MEDEIROS; WANDERLEY, 2009), para preparo de extrato hidroetandlico 90% e
50%, nessa ordem; extracdo de peciolo e folhas com metanol acidificado com acido
cloridrico a 1% (CRUZ et al., 2012) para preparo de extrato metandlico; e, finalmente,
extracdo a frio das folhas com hexano, acetato de etila e metanol seguida de evaporagdo
sob pressdo reduzida para obtencdo dos extratos hexanico, em acetato de etila e
metanolico (TREVISAN et al., 2006).

De acordo com Cechinel e Yunes (1998), um dos métodos mais adequados
para a analise quimico-farmacoldgica de plantas medicinais seria a preparacdo de um
extrato hidroalcodlico 50% [etanol:agua (50:50), v/v], considerado analogo as tinturas
preparadas com base no uso popular, onde partes ativas das espécies vegetais sao
misturadas as bebidas alcoolicas. Neste sentido, e conforme descrito no item 4.2 a
pagina 64, para o preparo dos extratos hidroetanodlicos das folhas de K. brasiliensis
coletadas em janeiro e setembro de 2016 (EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e
EHS70), optou-se pelo método preconizado por Costa e colaboradores (2014), com
pequenos ajustes, que visou a andlise da influéncia da porcentagem de etanol na
composicdo quimica dos extratos obtidos e, consequentemente, nas atividades
bioldgicas estudadas. Para tanto, foram empregadas proporcGes de 30, 50 e 70%
etanol:agua (v/v), conforme proposto por Seo e colaboradores (2014). Adicionalmente,
também foram efetuadas coletas em dois periodos, janeiro e setembro, com o intuito de
se verificar a provavel interferéncia dos aspectos fenoldgicos sobre a expressdo dos
metabolitos secundarios presentes nesta espécie vegetal e, consequentemente, sobre as
atividades bioldgicas investigadas.

Pela analise dos resultados das massas e dos rendimentos do EHJ30, EHJ50,
EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70, pode-se observar uma diferenca significativa entre os
dois periodos de coleta, variando de 3,44 (EHJ30) a 4,14% (EHJ50) em janeiro e de
3,04 (EHS30) a 3,60% (EHS70) em setembro, embora 0 mesmo ndo aconteca ao se
empregar 50% ou 70% de etanol para o preparo dos extratos (Tabela 6, pagina 85). Esta
diferenca de rendimento entre ambos os periodos, com maiores percentuais observados
com os extratos obtidos das folhas coletadas em janeiro, excetuando-se EHS70, pode
ser devido & correlagdo positiva entre a intensidade de radiagdo solar e a producéo de
substancias, tais como flavonoides, taninos e antocianinas (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).
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Cruz e colaboradores (2011) estudaram o desenvolvimento quimico e
agrondmico de K. brasiliensis sobre diferentes niveis de luz e temperatura e
demonstraram que a producéo e o teor de matéria seca das folhas foram proporcionais a
luminosidade, o que concorda com nosso estudo, visto que EHJ30, EHJ50 e EHJ70
obtidos dessas partes da planta coletadas em janeiro, apresentaram maiores
porcentagens de rendimento quando comparadas as de EHS30, EHS50 e EHS70
preparados a partir das folhas coletadas em setembro. Vale ressaltar que, no Brasil, 0
verdo, estacdo compreendida entre os meses de dezembro e marco, é caracterizado pelo
aumento da incidéncia de radiacdo solar [variacdo de 16 de radiacdo solar global diéria,
média mensal (MJ / m? . dia) em janeiro, para 14 em setembro] (TIBA, 2000).

Quanto a composicdo quimica, o perfil de K. brasiliensis tem sido objeto de
estudo e ainda sdo escassos 0s relatos na literatura sobre esse tema, sendo flavonoides a
classe quimica mais importante descrita nessa espécie vegetal, especialmente aqueles
derivados da patuletina (flavonol) (COSTA et al., 1994; COSTA et al., 2014; CRUZ et
al., 2011; FERNANDES et al., 2016), e mais recentemente da eupafolina (flavona)
(FERNANDES et al., 2016).

Os resultados da caracterizacdo quimica de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30,
EHS50 e EHS70 por CLAE-DAD investigados no nosso estudo demonstraram a
presenca de flavonoides, tendo como base as caracteristicas do espectro UV de forma
qualitativa para cada pico analisado, com maximos de absorcéo entre 330 a 360 para a
banda A e 250 a 265 nm para a banda B permitindo, dessa forma, a sugestdo da
presenca dessa classe de substdncias nesses extratos, especialmente de flavonois e
flavonas (TSIMOGIANNIS et al., 2006), concordantes com os achados na literatura.
Assim, embora na presente investigacdo ndo tenha sido possivel a identificacdo de uma
substancia nos extratos analisados, os resultados obtidos por CLAE-DAD sugerem a
presenca de seis flavonoides em EHJ30, EHJ50 e EHJ70 e de sete em EHS30, EHS50 e
EHS70 por meio da comparacdo dos trs e da similaridade dos cromatogramas quando
comparados entre si.

Costa e colaboradores (2014), empregando condigdes cromatograficas
distintas das utilizadas pelo nosso grupo de pesquisa, reportaram a presenca de uma (1)
substancia majoritaria no perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD. No presente
estudo, porém, observou-se a presenca de duas substancias majoritarias (picos 3 e 5) nos
extratos analisados. Pela observacao das Figuras 28, 29 e 30 (paginas 89 e 90), nota-se

que os perfis cromatograficos de EHJ30 e EHJ70 foram visualmente semelhantes, e que
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houve uma sutil diferenga no de EHJ50 em relagéo aos sinais referentes aos picos 3 e 5
quando comparados a esses extratos. As Figuras 35, 36 e 37 (paginas 95 e 96) permitem
observar que os perfis cromatograficos de EHS30, EHS50 e EHS70 revelaram uma
diminuicdo do pico 3 e uma elevacgédo do pico 5 quando comparados a EHJ30, EHJ50 e
EHJ70. Ainda, a andlise dos perfis cromatograficos de EHS30, EHS50 e EHS70
permitiu a observacdo do surgimento do sinal do pico 7, ausente nos cromatogramas de
EHS30, EHS50 e EHS70.

Em relacdo a quantificacdo de fenois totais, esse ensaio revelou a presenca
dessas substancias nos extratos analisados, sendo o aumento do teor diretamente
proporcional ao percentual de etanol utilizado (Tabela 8, pagina 100). Os teores
variaram de 26,66 a 30,11 mg/g de EAT para EHJ30, EHJ50 e EHJ70 e de 25,47 a
27,06 mg/g de EAT para EHS30, EHS50 e EHS70, sendo que EHJ70 apresentou a
maior concentragdo dessas substancias (30,11 mg/g de EAT). Os teores de flavonoides
totais (Tabela 9, pagina 101), por sua vez, variaram de 15,43 a 16,95 mg/g de ER para
EHJ30, EHJ50 e EHJ70 e de 11,84 a 13,33 mg/g de ER para EHS30, EHS50 e EHS70
destacando, novamente, EHJ70 (16,95 mg/g de ER).

Conforme descrito na literatura, o teor de flavonoides totais em extratos de
K. brasiliensis é influenciado pelas condi¢fes climaticas, sendo este contetdo
potencializado quando essa espécie vegetal é exposta a luminosidade (CRUZ et al.,
2011). Cruz e colaboradores (2011) reportaram o teor de 171,00 mg/g em equivalente a
quercetina (EQ) no extrato metandlico de folhas secas desta planta, que se elevou para
219,58 mg/g de EQ no extrato metandlico dessas partes vegetais quando submetidas a
luz solar plena. Os resultados deste estudo ndo puderam ser comparados com 0S
observados pelo nosso grupo de pesquisa, visto que foram obtidos em condicdes
experimentais totalmente distintas. Porém, Seo e colaboradores (2014) demonstraram
que o teor de flavonoides totais é fortemente influenciado pela polaridade do solvente
usado no processo de extracdo de modo que, quando &gua, etanol e metanol foram
investigados, conforme apresenta a Figura 9A descrita no item 2.3.1 Flavonoides:
aspectos gerais, constante a pagina 45, esse contedo foi maior nos extratos aquoso e
etandlico do que no metanolico. Ainda, de acordo com estes autores, o percentual de
70% de etanol seria o mais eficiente (Figura 9B). Este achado pode ser confirmado por
nosso grupo de pesquisa, Vvisto que 0s extratos com teores de flavonoides mais
expressivos foram EHJ70 e EHS70 eque EHJ revelou os maiores contetdos

provavelmente em virtude da maior incidéncia de radiacdo solar do més de janeiro se
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comparado a setembro (TIBA, 2000).

Os dados de quantificacdo de fenois e flavonoides totais bem como os de
caracterizacdo quimica corroboraram os resultados apresentados nos ensaios de
atividades antioxidante e antibacteriana in vitro e anti-inflamatdria tdpica in vivo que
serdo discutidos a seguir, sugerindo a relacdo entre compostos fenolicos, principalmente
flavonoides, e atividades biol6gicas (ABE et al., 2007; CUSHNIE; LAMB, 2005;
DZIALO et al., 2016; KIM et al., 2004; SEO et al., 2014).

A atividade antioxidante in vitro de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50
e EHS70 foi avaliada por meio de ensaios que diferem entre si pelo mecanismo
antioxidante que os fundamenta, sendo utilizados os métodos do sequestro do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH¢), de reducdo da complexacdo do fosfomolibdénio
e da co-oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoleico; inclusive, segundo revisdo
atualizada da literatura, até o presente momento ndo existe relato de avaliagdo desta
atividade bioldgica para K. brasiliensis utilizando essa ferramenta.

Por meio do ensaio do sequestro do radical DPPH-, EHJ30, EHJ50 e EHJ70
revelaram menores valores de CEsy quando comparados aqueles obtidos com EHS30,
EHS50 e EHS70, sendo EHJ50 o que demonstrou menor resultado (CEsp igual a 58,08
png/mL) e, consequentemente, melhor capacidade de sequestro ou capacidade
antioxidante por esse método (Tabela 10, pagina 102). Segundo Melo e colaboradores
(2008), a capacidade do sequestro do radical DPPH- pode ser classificada como forte,
moderada ou fraca de acordo com o percentual obtido, ou seja, 70%, entre 50 e 70%, ou
abaixo de 50%, respectivamente, o que permitiu categorizar EHJ30, EHJ50, EHJ70,
EHS30, EHS50 e EHS70 como possuidores de moderada capacidade de sequestro.

Os resultados de AAR% de EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e
EHS70, obtidos pelo método de reducdo da complexacdo do fosfomolibdénio,
demonstraram que esses extratos apresentam fraca atividade antioxidante e que os
maiores valores de AAR% foram observados com EHJ50 e EHJ70, que ndo diferiram
entre si (16,73 e 16,78 AAR%, nessa ordem) (Tabela 11, pagina 103). Estes achados
sugerem que esta atividade bioldgica avaliada por este método possa ser atribuida aos
compostos fenolicos presentes nos extratos hidroetandlicos testados.

Por meio do ensaio de co-oxidacao do sistema B-caroteno/acido linoleico, 0s
resultados descritos no item 5.5.3 (Tabela 12, pagina 104) mostraram que EHJ70
apresentou maior atividade antioxidante dentre os extratos avaliados, com inibicdo da

peroxidacdo lipidica de 44,46%. Neste teste, a quercetina (controle positivo)



122

demonstrou 92,33% desta inibicdo. Através da analise das curvas de decaimento da
absorbancia deste sistema em fungdo do tempo em minutos (Figura 42, pagina 104), ao
comparar a curva do controle com as demais percebe-se que EHJ30, EHJ50, EHJ70,
EHS30, EHS50 e EHS70 foram capazes de retardar e reduzir a oxidagdo do f-caroteno,
sendo que EHJ70 apresentou o menor perfil de decaimento, revelando-se o mais
eficiente entre os extratos investigados.

Adicionalmente, a lipoperoxidacdo é um processo que envolve trés etapas,
iniciacdo, propagacao e terminacdo, de modo que os antioxidantes podem agir inibindo
a iniciacdo desse processo ao neutralizar as EROs do meio ou inibindo a propagacdo da
lipoperoxidacdo ao neutralizar os radicais peroxila formados pela oxidacao dos lipideos
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; LIMA; ABDALLA, 2001). Para que a etapa da
lipoperoxidacdo em que os extratos atuariam pudesse ser conhecida, foram avaliados os
fatores cinéticos da oxidacdo F1 (mede-se a eficiéncia do antioxidante em bloquear a
reacdo em cadeia por meio de interacdo com os radicais peroxidos; mecanismo
priméario) e F2 (infere-se a possibilidade do antioxidante participar de outras reacoes
durante o processo oxidativo, como por exemplo, decomposi¢do dos hidroperéxidos
com oxigénio, produzindo espécies radicalares que aceleram a oxidacdo no sistema;
mecanismo secundario) (BROINIZI et al., 2007). Conforme descrito por Broinizi e
colaboradores (2007), com base no estudo de Yanishlieva e Marinova (1995), os valores
dos fatores cinéticos F1 e F2 permitem caracterizar a inibigdo da oxidagdo do sistema [3-
caroteno/acido linoleico, de modo que F1 < 1 indica que 0s antioxidantes sdo capazes de
inibir os radicais livres durante o periodo de inducdo, F2 < 1 sugere que 0S
antioxidantes podem regenerar o radical antioxidante formado e F1 e F2 > 1 indicam
atividade pré-oxidante, sendo maior a eficiéncia do antioxidante quanto mais distante os
valores estiverem de 1 (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Pela anélise dos resultados apresentados na Tabela 12 constante a péagina
104, observa-se que os valores de F1 e F2 foram < 1, sugerindo que EHJ30, EHJ50,
EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 podem inibir a oxidagdo tanto pelo mecanismo
primario quanto pelo secundario e que apresentam menor atividade antioxidante. Essa
atividade bioldgica pode ser atribuida aos compostos fendlicos, particularmente
flavonoides (BROINIZI et al., 2007) presentes nestes extratos, e que podem agir como
redutores de oxigénio singleto, atuando nas rea¢@es de oxidac&o lipidica. A quercetina,
substancia utilizada como controle positivo, revelou um baixo valor de F1 (0,12),

indicando uma acgdo sobre o mecanismo primario da oxidacéo, enquanto o valor de F2
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foi de 0,53, semelhante ao obtido com EHJ70 de 0,57, sugerindo também um efeito
sobre 0 mecanismo secundario. A atividade antioxidante da quercetina ocorre devido a
sua estrutura quimica, flavonol com cinco hidroxilas fendlicas reativas, sendo que duas
dessas estdo ligadas ao anel B (anel que possui maior atividade redutora), apresentando
estabilidade por ressonéancia (CUYCKENS; CLAEYS, 2004).

Quanto a atividade antibacteriana in vitro, com exce¢do dos resultados
obtidos com EHS30 e EHS50 frente a S. aureus (ATCC® 6538), E. coli (ATCC®
25922), MRSA 1485279, MRSA 1664534 e MRSA 1688441; EHJ30 e EHJ50 frente a
S. aureus (ATCC® 6538) e MRSA 1688441; EHJ70 e EHS70 frente a MRSA 1688441;
e EHS50 frente a MRSA 1606677 e MRSA 1830466, nas demais situacdes 0s extratos
hidroalcodlicos testados mostraram-se ativos frente a S. aureus (ATCC® 6538), E. coli
(ATCC® 25922), S. Cholerasuis (ATCC® 10708), S. Typhimurium (ATCC® 13311),
MRSA 1485279, MRSA 1605677, MRSA 1830466, MRSA 1664534, MRSA 1688441,
S. Enteritidis 1406591, S. Enteritidis 1418594, S. Enteritidis 1428260, Salmonella spp.
1266695 e Salmonella spp. 1507708, com CIM de 5000 pg/mL e efeito bacteriostético,
ndo sendo determinada a CBM em virtude do gradiente de concentracdo estabelecido.
Entre EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50 e EHS70 investigados, EHJ70 e EHS70
mostraram-se mais efetivos, sendo capazes de inibir quatro das oito cepas de referéncia
e todas as de rotina testadas (Tabelas 13 e 14, paginas 106 e 107).

Em 2009, Silva e colaboradores, ao investigarem a atividade antibacteriana
de extrato hidroalcodlico a 90% (EHF) nas concentraces de 10, 500 e 1000 mg/mL e
6leo essencial de folhas secas e alcoolatura de caule de K. brasiliensis frente a S. aureus
(ATCC® 6538), S. aureus (ATCC® 25923), Salmonella Typhimurium (ATCC® 14028),
P. aeruginosa (ATCC® 15442) e cepas de rotina de S. aureus (11), Streptococcus mitis,
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus
casei e Micrococcus luteus por meio da determinagdo da CIM pelo método de difuséo,
observaram que EHF foi ativo somente frente a S. aureus (ATCC® 6538) e a cepa de
rotina S. aureus 2591, com CIM de 1000 mg/mL (1 x 10° pg/mL).

Conforme apresentado anteriormente, os resultados obtidos no presente
estudo corroboram os achados de Silva e colaboradores (2009) quanto a agéo
antibacteriana sobre S. aureus (ATCC® 6538) e destacam o efeito antibiético dos
extratos hidroalcodlicos obtidos das folhas de K. brasiliensis sobre cepas de rotina dessa
espécie, principalmente em virtude da adi¢do das cinco cepas de rotina MRSA no painel

testado. Vale ressaltar que, conforme descrito por Costa e colaboradores (2016), estas
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cepas MRSA foram re-investigadas pelo método de microdiluicdo em caldo como
possiveis S. aureus com heterorresisténcia (do inglés heterogeneous vancomycin-
intermediate Staphylococcus aureus - hVISA) ou resisténcia intermediaria a
vancomicina (do inglés vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus - VISA),
apesar da classificacido como sensiveis pelo sistema automatizado VITEK®2, o que
potencializa este dado cientifico. Em relacdo as cepas Gram-negativas, diferente destes
autores, nosso grupo de pesquisa observou que EHJ30, EHJ50, EHJ70, EHS30, EHS50
e EHS70, com excecdo das situacdes descritas anteriormente, foram capazes de inibir o
crescimento de E. coli (ATCC® 25922), S. Cholerasuis (ATCC® 10708), S.
Typhimurium (ATCC® 13311), S. Enteritidis 1406591, S. Enteritidis 1418594, S.
Enteritidis 1428260, Salmonella spp. 1266695 e Salmonella spp. 1507708, com CIM de
5000 pg/mL e efeito bacteriostatico.

Ainda que de acordo com a classificagdo de Kuete (2010) os valores de CIM
obtidos categorizem a atividade antibacteriana in vitro de EHJ30, EHJ50, EHJ70,
EHS30, EHS50 e EHS70 como fraca (CIM > 625 pg/mL), os resultados obtidos no
presente estudo sdo relevantes em funcao do cendrio alarmante da resisténcia bacteriana
mundial; inclusive, a OMS publicou a lista das 20 bactérias mais resistentes aos
medicamentos a nivel global [prioridade critica (1), alta (2) e média (3)], que exigem
acdo imediata da comunidade cientifica para o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos visando tratd-las (WHO, 2017). Entre estes micro-organismos, sao
observados E. coli (resistente a carbapenem; resistente a cefalosporina de 3? geracéao)
(prioridade 1), S. aureus [MRSA, VISA e vancomycin-intermediate Staphylococcus
aureus (VRSA)] (prioridade 2) e Salmonella spp. (resistente a fluoroquinolonas)
(prioridade 2) (WHO, 2017), o que comprova a relevancia destes achados.
Adicionalmente, vale ressaltar que, conforme também reportado pela OMS,

"future R&D strategies should focus on the discovery and
development of new antibiotics specifically active against multidrug-
and extensively drug-resistant Gram-negative bacteria” (WHO, 2017)
- "futuras estratégias de I&D devem se concentrar na descoberta e no
desenvolvimento de novos antibi6ticos especificamente ativos contra
bactérias  Gram-negativas  multirresistentes e extensivamente
resistentes aos medicamentos™ (tradugéo livre).

A atividade antibacteriana in vitro de K. brasiliensis observada no presente
estudo pode ser devida a presenca de compostos fenolicos, particularmente flavonoides

(flavonol e flavona), conforme discutido na caracterizagdo quimica dessa espécie
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vegetal. Segundo Cushnie e Lamb (2011), o efeito antibacteriano dos flavonoides ocorre
em funcdo de trés mecanismos, a saber: i) dano a membrana citoplasmatica, causado por
perfuracdo e/ou reducdo da fluidez da membrana; ii) inibicdo da sintese de acido
nucleico, decorrente da inibicdo da topoisomerase; e iii) inibicdo do metabolismo
energeético, gerada pela inibicdo da sintese de trifosfato de adenosina (ATP). De fato,
este importante artigo de revisao retine evidéncias de que os flavonoides possuem varios
mecanismos de acdo associados ao efeito antibacteriano, ndo agindo por um Unico modo
(CUSHNIE; LAMB, 2011).

Espécies do género Kalanchoe sdo tradicionalmente utilizadas no
tratamento de doengas inflamatdrias e infecciosas, lesdes, abscessos e ganglios dilatados
(LUCAS; MACHADO, 1946; PAIVA et al., 2008a; ROSSI-BERGMANN et al., 1997).
Extratos hidroetandlicos das folhas desta planta medicinal obtidos antes e durante a
floracdo foram avaliados por Mourdo e colaboradores (1999) em modelo de edema de
pata induzido por carragenina. Os resultados deste estudo demonstraram um efeito anti-
inflamatdrio para o extrato obtido antes da floracdo e um efeito pro-inflamatério para
aquele preparado durante a floracido (MOURAO et al., 1999). Posteriormente, K.
brasiliensis foi estudada no modelo de edema de pata induzido por zymosan, que
caracteriza inflamac&o do tipo artrite cronica quando injetado nas articulagdes do joelho
(IBRAHIM et al., 2002). O tratamento mostrou uma inibicdo do edema de pata, assim
como reducdo da infiltracdo de leucdcitos e fluxo sanguineo (IBRAHIM et al., 2002). O
efeito anti-inflamatdrio de K. brasiliensis foi comprovado em funcdo da presenca de um
sal organico denominado kalanchosideo dimalato (complexo kalanchosine e &cido
malico), isolado do suco de suas partes aéreas, evidenciando assim um de seus agentes
anti-inflamatorios (COSTA et al., 2006; IBRAHIM et al., 2002; PAIVA et al., 2008a).

Apesar dos relatos da atividade anti-inflamatdria sistémica e do agente anti-
inflamatorio kalanchosideo dimalato de K. brasiliensis, até o presente momento nao
existe descricdo na literatura cientifica de investigagdo do potencial anti-inflamatorio
topico dessa espécie vegetal. A utilizacdo do modelo de edema de orelha induzido por
diferentes agentes flogisticos permite investigar o potencial anti-inflamatério por via
topica (GABOR, 2000), tendo a vantagem de identificar substancias que apresentam
uma absorcdo cutanea apropriada, de forma a atingir um efeito farmacologico
(BOUCLIER et al., 1990).

O o6leo de Croton € uma substancia altamente irritante que estimula uma

resposta inflamatoria na epiderme (SILVA et al., 2015) e tem como principal agente o



126

12-o-tetra-canoilforbol-13-acetato (TPA) (PINTO et al., 2015). A resposta inflamatdria
induzida por este agente flogistico inclui edema associado a vasodilatacdo e infiltracdo
de leucdcitos com estresse oxidativo, proliferacdo e ativacdo de oncogenes nucleares
(PATRICK; BURKHALTER; MAIBACH, 1987). O processo inflamatorio é causado
pela liberacdo de prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs), histamina, bradicinina,
fator ativador de plaquetas (PAF) e interleucina-1 (PHANSE et al., 2012). Acredita-se
que estes efeitos sejam mediados pela proteina quinase C (PASSOS et al., 2013).
Muitas proteinas quinases C sao ativadas pelo diacilglicerol e por niveis elevados de
calcio intracelular, ambos produzidos pela ativacdo de receptores acoplados a proteina
G; a proteina quinase C medeia um namero de vias de transducédo de sinal intracelulares
implicadas na patogénese da inflamacdo, incluindo a liberacdo de acido araquidénico
dependente de fosfolipase A, e a producédo de eicosanoides (SILVA et al., 2015). TPA
também induz a expressdo de citocinas pré-inflamatdrias em queratindcitos, que sao
conhecidos por desempenhar algum papel na inflamacdo da pele (REDONDO et al.,
1997; WILMER et al., 1994). Por outro lado, estas vias de mediadores sdo bloqueadas
por inibidores da ciclo-oxigenase ou 5-lipoxigenase e antagonistas de leucotrieno By
(LTB4), que inibem o edema de pele induzido por TPA (FURSTENBERGER et al.,
1994; PUIGNERO; QUERALT, 1997; RAO et al., 1993; RAO et al., 1994).

EHJ50 e EHJ70 reduziram o edema de orelha induzido pela aplicacdo tdpica
de 6leo de Créton independente da dose, demonstrando efeito anti-inflamatdrio tépico.
Como observado na Tabela 15 constante a pagina 109, a reducdo do edema foi mais
significativa (p < 0,001) apds 24 horas de tratamento. Esta acdo antiedematogénica pode
ser devida a reducdo da permeabilidade vascular, uma vez que ocorreu diminuicdo da
vasodilatacdo e do infiltrado de leucdcitos polimorfonucleares, conforme evidenciado
nas analises histopatolégicas (Figura 43, pagina 115). Além disso, a reducdo das
enzimas MPO e NAG também corroboraram estes resultados, uma vez que MPO ¢
frequentemente associada a presenca de leucécitos polimorfornucleares (BRADLEY et
al.,, 1982), enquanto NAG ¢ indicativa de leucdcitos mononucleares no sitio da
inflamacdo, principalmente em processos inflamatorios cronicos (SANCHEZ;
MORENO, 1999). Considerando o estresse oxidativo induzido pelo 6leo de Croton, a
presenca de flavonoides (constituintes polifenolicos) nos extratos pode justificar o efeito
anti-inflamatoério tdpico, uma vez que enzimas (ciclo-oxigenase ou lipoxigenase)
envolvidas na via do &cido araquiddnico podem ser inibidas por esses polifendis
(DZIALO et al., 2016).
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A capacidade de EHJ50 e EHJ70 inibir o edema induzido pelo fenol
demonstra a possivel eficacia desses extratos no tratamento da dermatite de contato
(LIM; PARK; KIM, 2004). Neste modelo, as membranas dos queratindcitos sao
rompidas por contato direto com o fenol, resultando na liberacdo de mediadores pro-
inflamatdrios, tais como citocinas, fatores de crescimento incluindo interleucina-1a (IL-
la), fator de necrose tumoral oo (TNF-a) e IL-3, IL-6 e IL-8, mediados por proteina
quinase C (LIM; PARK; KIM, 2004; MO et al., 2014; WILMER et al., 1994). As
citocinas pro-inflamatdrias sdo induzidas neste modelo por um mecanismo distinto
daquele observado no de inflamagdo cuténea induzido pelo dleo de Créton, onde a
inducdo das citocinas ocorre via ligacdo a receptores especificos, através de vias
dependentes da PKC, nas quais envolvem fatores de transcricdo nuclear (WILMER et
al., 1994). Os extratos hidroetandlicos inibiram com maior eficadcia o edema quando
comparados a dexametasona (controle positivo) demonstrando, dessa maneira, uma
possivel eficacia no tratamento da dermatite de contato.

A histamina causa vasodilatacdo e aumento na permeabilidade vascular,
promovendo uma resposta edematogénica em poucos minutos (BRAND et al., 2002).
Além dessas ac0es, esta substancia ainda estimula fibras nervosas sensitivas através de
mecanismos dependentes dos receptores H1, que resulta em prurido. Uma das principais
funcBes fisiopatologicas da histamina é a sua acdo como mediadora das reacdes de
hipersensibilidade do tipo I, como a urticaria (BRAND et al., 2002; RANG et al., 2007).
A aplicacéo topica de EHJ50 e EHJ70 ndo promoveu reducdo do edema, demonstrando
que o mecanismo anti-inflamatdrio desses extratos ndo esta associado a inibicdo da via
da histamina.

Considerando os aspectos relacionados ao efeito anti-inflamatério, os
resultados sugerem que EHJ50 e EHJ70 podem exercer acdo anti-inflamatoria por
atuarem direta e/ou indiretamente nas vias do acido araquidbnico (AA) e estresse
oxidativo. Esses mecanismos podem ser apoiados pela presenca de flavonoides, que
atuam na modulacdo das enzimas fosfolipase A;, ciclo-oxigenase e lipoxigenase e da
enzima produtora de éxido nitrico (ON), oxido nitrico sintase (ONS), com reducéo da
producdo de AA, PG, LT e ON, mediadores cruciais no processo de inflamacao.

A diminuicéo da vasodilatacdo por EHJ50 e EHJ70 foi também confirmada
pelo ensaio do ON. O ON, gerado pela acdo da enzima ONS induzida, contribui para a
permeabilidade endotelial, o que resulta em infiltracdo celular e extravasamento de

plasma e proteinas plasmaticas para os tecidos, favorecendo a formacdo do edema e
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processo inflamatorio. Adicionalmente, a exposicdo de leucdcitos ao ON promove 0
aumento da producdo de interleucina-8 (IL-8) e TNF-a, refor¢ando o gradiente
quimiotatico no tecido danificado (CORRIVEAU et al., 1998). Os resultados obtidos
mostraram que EHJ50 e EHJ70 reduziram a producdo de ON, IL-6 e TNF-a,
confirmando o efeito anti-inflamat6rio dos métodos aplicados neste estudo e que esses
extratos possuem componentes que sdo capazes de bloquear, pelo menos, uma das vias
desses mediadores da inflamacao.

Assim como os flavonoides, outro metabolito com atividade anti-
inflamatoria ja foi detectado em K. brasiliensis, fundamentando os resultados obtidos
nos experimentos realizados. O complexo kalanchosine e acido malico descrito por
Costa e colaboradores (2006) demonstrou um efeito anti-inflamatério sobre o edema
induzido pelo agente flogistico zymosan, na qual o sal produziu uma resposta
aproximadamente duas vezes mais ativo do que o suco (COSTA et al., 2006).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que os extratos das
folhas de K. brasiliensis apresentam atividade anti-inflamatdria topica sobre o edema
induzido por dleo de Créton e fenol. No entanto, investigacbes adicionais sdo
necessarias para uma melhor elucidacdo dos mecanismos de acdo pelo qual esta planta

exerce seu efeito, garantindo a seguranca de seu uso medicinal.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo foi possivel obter a
seguinte concluséo:
- Kalanchoe brasiliensis é uma fonte natural de substancias com atividade antioxidante,
antibacteriana e anti-inflamatéria tdpica, evidenciando essa espécie vegetal como

potencial alvo para o desenvolvimento de formulagdes e formas fitoterapicas.
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Kalanchoe brasiliensis Cambess (Crassulaceae). popularly known as "Saiao". is a Brazilian
medicinal plant distributed from Bahia to Sdo Paulo and traditionally used to freat injuries,
abscesses, enlarged ganglia and inflammatory processes [1.2]. The current study aimed to
characterize the chemical composition of the ethanolic extract 50% (v/v) obtained from K.
brasiliensis leaves collected before blooming using HPLC-DAD [3] and to investigate the
antibacterial activity of this exfract at different concenfrations (30%. 50% and 70%). The
chromatography profile and the UV spectrum analysis suggested the significant presence of
flavonoids. The antibacterial activity was established according to the Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) guidelines by the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) [4] using
the microdilution method followed by the Minimal Bactericidal Concentration (MBC). which
allows to classify the antibacterial effect as bacteriostatic or bactericidal [5]. Staphylococcus
aureus subsp. aureus (ATCC.‘® 20213™), Staphylococcus aureus subsp. aureus (AT(.‘C'g
6538T™™), Pseudomonas aeruginosa (ATC.‘C.‘® 9027T™), Pseudomonas aeruginosa (AC[‘(.‘C?'E
27853™), Escherichia coli (ATC.‘C.‘%E‘_’&QEE“‘}. Escherichia coli (ATCC®10536™), Salmonella
enterica subsp. enferica serovar Typhimurium (ATC.‘(."g 13311™) and Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Choleraesuis (ATCC® 10708™) were used as reference strains. The
ethanolic exfract at 30% and 50% demonstrated bacteriostatic effect against S. Typhimurium
ATCC® 13311™ and S. Choleraesuis ATCC® 10708™, with MIC values of 5000 ng/ml.
Additionally, the ethanolic extract at 70% revealed bacteriostatic effect against S. aureus
ATCC® 6538™ and ATCC®25922™ and against §. Thyphimurium ATCC® 13311™ and S.
Choleraesuis ATCC® 10708™, with MIC values of 5000 ng/ml. showing a broad spectrum of
action. These results suggest that K. brasiliensis can be an interesting source of bioactive
molecules with antibacterial potential.
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Kalanchoe brasiliensis Camb. (Crassulaceae) is a Brazilian vegetal species popularly known as "saido" and "courama
branca" traditionally used to treat injuries, abscesses, enlarged ganglia and inflammatory processes (Costa et al., 1994;
Mourdo et al., 1999). However, there are few reports about the pharmacological activities of this medicinal plant, mainly
about its possible antibacterial activity. The current study was designed to explore the chemical composition and the
antibacterial activity against Salmonella reference and routine strains of hydroethanolic extracts (HEE) obtained from
fresh leaves of K. brasiliensis collected before blooming, using three different concentrations of ethanol [30% (HEE230),
50% (HEE250) and 70% (HEE270) v/v].

The chemical characterization was established by reverse phase HPLC-DAD. The antibacterial activity was assessed by the
Minimal Inhibitory Concentration (MIC) using microdilution method followed by the Minimal Bactericidal Concentration
(MBC), which allows the classification of the antibacterial effect as bacteriostatic or bactericidal (Andrews, 2001; CLSI,
2012). Two reference strains Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis (ATCC® 10708™) and Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC® 13311™) and five routine strains Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Enteritidis 1406591, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis 1418594, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Enteritidis 1628260, Salmonella spp. 1266695 and Salmonella spp. 1507788 isolated from clinical human
specimens were tested.

UV spectra obtained from chromatographic analysis suggested the presence of the same six flavonols in HEE230, HEE250
and HEE270. Considering the antibacterial activity, HEE230 and HEE250 were active against S. Choleraesuis (ATCC®
10708™) and S. Typhimurium (ATCC® 13311™), with MIC values of 5000 pg/mL and bacteriostatic effect. However, HEE270
inhibited all Salmonella strains tested, with MIC values of soo0 pg/mL and bacteriostatic effect, being the most active
extract among those investigated. These results indicate that K. brasiliensis is an interesting source of bioactive
substances, being effective against Salmonella strains, including antibiotic-resistant ones.
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF Kalanchoe brasiliensis CAMB.
(CRASSULACEAE) AGAINST Staphylococcus aureus

Mayorga OAS?, Florencio JR!, Ferreira ADP?, Sousa OV, Alves MS!

Introduction: Staphylococcus aureus, mainly methicillin resistant strains (MRSA), remains an
impartant human pathogen and has been increasing as a serious nosocomial and community
microorganism with the ability of multidrug resistance. Several researchers are exploring the
diversity of plant species able to treat these agents. Kalanchoe brasiliensis Camb.
(Crassulaceae), popularly known as "saiao", is traditionally used in Brazil to treat injuries,
abscesses, enlarged ganglia and inflammatory processes. However, there are few reports
about its possible antibacterial activity. Objective: This study was designed to explore the in
vitro antibacterial activity of hydroethanolic extract (HEE) at three different concentrations [30%
(HEE230), 50% (HEE250) and 70% (HEE270) v/v] obtained from fresh leaves of K brasifiensis
collected before blooming against two 5. awreus reference strains and five MRSA routine
strains. Method: The antibacterial activity was assessed by the Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) using microdilution method followed by the Minimal Bactericidal
Concentration (MBC), classifying the antibacterial effect as bacteriostatic or bactericidal.
Staphylococcus aureus subsp.  aureus (ATCC®29213™ and ATCC®6538™) and
Staphylococcus aureus subsp. aureus 1485279, 1605677, 1664534, 1688441 and 1830466
clinical strains were tested. Results and Conclusion: HEE230 and HEE250 were inactive
against all the strains tested. However, HEE270 inhibited S. aureus ATCC®6538™ and S
aureus 1605677 and 1830466 clinical strains, with MIC values of 5 mg/mL and bacteriostatic
effect. These results indicate that further antibacterial activity studies of K. brasiliensis may
contribute to its utilization as a source of bioactive antibacterial substances, despite its discreet
activity against S. aureus strains.
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