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Resumo

Kalanchoe pinnata anteriormente conhecida como Bryophyllum pinnatum, € uma
espécie herbacea nativa de regibes tropicais como a Africa. No Brasil, foi introduzida
e propagada com sucesso, sendo comumente utilizada em comunidades distantes
das grandes capitais. O suco das folhas costuma ser usado no tratamento de doencas
inflamatorias, Ulceras gastricas, queimaduras, diarreias, vomitos, picadas de insetos
e dores no corpo. Na literatura, sdo relatados compostos como antraquinonas e
flavonoides que possuem diferentes atividades bioldgicas como antimicrobiana,
antioxidante, citotoxica, antitumoral, antiparasitaria, antialérgica e hepatoprotetora.
Com base nessas informacdes e considerando que existem poucos estudos sobre os
compostos quimicos de K. pinnata no Amazonas, principalmente em regides mais
distantes da capital, como no municipio de Tabatinga. O presente trabalho teve como
objetivo determinar o perfil quimico das fracbes do extrato bruto de K. pinnata nativa
do municipio de Tabatinga - AM. Para isso, foi coletado material vegetal de um
produtor local do municipio de Tabatinga. Em seguida, as folhas foram submetidas a
uma extracdo por infusdo. Logo apds, o extrato bruto obtido foi fracionado com
hexano, cloroférmio e acetato de etila. As fracdes resultantes foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) no comprimento de onda A=254 nm
e, utilizando as informacgdes disponiveis na literatura, foi possivel estabelecer uma
relacdo entre o composto quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-
ramnopiranosideo, como responsavel pelos picos cromatograficos observados nas
fracBes hexano, cloroférmio e acetato de etila. Apds analises de Espectrometria de
Massas (EM) foi possivel propor quatro compostos: isorhamnetina-3-rutinosideo,
ramnosyl hexosyl methyl quercetina, quercitrina e physcion. Todos com propriedades
antioxidantes, conforme aponta a literatura. Em teste bioldgico para potencial
antioxidante, obteve destaque a fragcdo em cloroférmio. Assim, o presente estudo
servira de base para futuros trabalhos de caracterizacdo de compostos quimicos
presentes em K. pinnata do municipio de Tabatinga.

Palavras-chave: Tabatinga; K. pinnata; perfil quimico; metabdlitos secundarios.



Resumen

Kalanchoe pinnata, anteriormente conocida como Bryophyllum pinnatum, es una
especie herbacea originaria de regiones tropicales como Africa. En Brasil, se introdujo
y propagoé con éxito, siendo de uso comun en comunidades alejadas de las grandes
capitales. El jugo de las hojas se usa a menudo en el tratamiento de enfermedades.
Inflamacion, uUlceras gastricas, quemaduras, diarrea, vomitos, picaduras de insectos y
dolores corporales. En la literatura se reportan compuestos como las antraquinonas y
los flavonoides que poseen diferentes actividades biolégicas como antimicrobiana,
antioxidante, citotdxica, antitumoral, antiparasitaria, antialérgica y hepatoprotectora.
Con base en esta informacion y considerando que existen pocos estudios sobre los
compuestos quimicos de K. pinnata en Amazonas, especialmente en regiones mas
alejadas de la capital, como en el municipio de Tabatinga. El presente trabajo tuvo
como objetivo determinar el perfil quimico de las fracciones del extracto crudo de K.
pinnata originaria del municipio de Tabatinga - AM. Para ello se recolectd material
vegetal de un productor local del municipio de Tabatinga. Luego, las hojas fueron
sometidas a una extraccion por infusién. Poco después, el extracto bruto obtenido se
fraccion6 con hexano, cloroformo y acetato de etilo. Las fracciones resultantes fueron
analizadas por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) a longitud de onda
A=254 nmy, utilizando la informacién disponible en la literatura, fue posible establecer
una relacion entre el compuesto quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil- (1—2)-a-L-
ramnopirandsido, como responsable de los picos cromatogréaficos observados en las
fracciones de hexano, cloroformo y acetato de etilo. Después de los analisis de
espectrometria de masas (MS), fue posible proponer cuatro compuestos:
isorhamnetin-3-rutindsido, ramnosil hexosil metil quercetina, quercitrina y physcion.
Todos con propiedades antioxidantes, tal y como apunta la literatura. En una prueba
biolégica de potencial antioxidante, se destacé la fraccién en cloroformo. Asi, el
presente estudio servira de base para futuras caracterizaciones de compuestos

guimicos presentes en K. pinnata en el municipio de Tabatinga.

Palabras clave: Tabatinga; K. pinnata; perfil quimico; metabolitos secundarios.
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1 Introducéo

A biodiversidade simboliza uma fonte inestimavel de informacdo e matéria-
prima, que fomenta sistemas de salde de diferentes popula¢cdes humanas, nas mais
variadas regides do planeta, onde plantas e animais s&o utilizados como fonte de
medicamentos (COELHO; LIMA, 2018). Tais saberes sao transmitidos através de
geracbes pelas comunidades, se tornando conhecimento popular (MINIKOWSKI,
LUCCA, 2021).

Conhecer a diversidade botanica, sobretudo os moradores locais, auxilia na
conservacao das espécies e mantém o saber popular vivo (COELHO; LIMA, 2018).
Apesar das plantas medicinais serem mais acessiveis em relacdo aos farmacos
industrializados, é necessério ter cautela no uso, pois espécies que ainda nao
passaram por estudos aprofundados para analises de suas propriedades quimicas
podem acarretar efeitos adversos e serem potencialmente perigosas (STEFANELLO
et al., 2018).

No Brasil, em 2006 foi langada a Politica Nacional de Plantas Medicinais,
mediado pela da sistematica popular, jA em 2008 deu-se inicio ao Programa Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, sob administracdo do SUS, com sistematizacéo
e maior direcionamento a corporacdes empresariais de grande capital (RIBEIRO,
2015). Pouco tempo depois, no ano de 2009, o Ministério da Saude elabora uma
Relacao de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS, onde apresenta 71 espécies com
potencial terapéutico, para orientar a cadeia produtiva e o desenvolvimento de
pesquisas. Dentre as plantas esté a espécie Kalanchoe pinnata, com necessidade de
definicdo de espécie com cultivo, estudos e indicacdo de uso, mostrando ainda a
caréncia em conhecimento fitoterapico (BRASIL, 2009).

Diversas pesquisas foram realizadas ao longo dos anos com a espécie K.
pinnata verificando a existéncia dos compostos: acidos organicos, alcaloides, acidos
graxos, bufadienolideos, esterodides, flavonodides, gomas, carboidratos, mucilagens,
saponinas, taninos, terpenos (MARRIAGE; WILSON, 1971; OKWU, JOSIAH, 2006
apud SOBREIRA, 2013) terpenoides com grupo carbonila e compostos fendélicos nas
folhas, além de antraquinonas, curaminas e metilxantinas (LEGRAMANDI, 2011).

A espécie apresenta potencial antinociceptivo, antiedematogénico, anti-
inflamatorio (FERREIRA; TEIXEIRA, 2016; SOARES, 2017), cicatrizante,
gastroprotetor, (SOBREIRA, 2013) hepatoprotetor (YADAV, 2003) antibacteriano,
antiurease (NASCIMENTO et al., 2017) inibidor de células cancerigenas



(VILLLAMIZAR, 2014) analgésico, antialérgico, antianafilatico, antitumoral,
antiulceroso, antibacteriano, anti-histaminico, antifingico, antiviral, depressor do
sistema nervoso central, febrifuga, imunossupressor, imunomodulador, relaxante
inseticida, muscular, sedativo (CORREA; BERNAL, 1989; PATTEWAR, 2012;
SCHULER et al., 2012) antidiabético (PATIL et al., 2013), anti-hipertensivo (BOPDA
et al.,, 2018), antitussico, antiasmatico (SALAMI et al.,, 2013), diminuidor da
hiperatividade da bexiga (BESTCHART et al., 2013), imunossupressor (COUTUNHO
et al., 2012), inibidor da peroxidacao lipidica (MOHAN et al., 2012), antileishmania
(MUZITANO et al., 2006), restritivo em efeitos da leishmaniose murina (TORRES-
SANTOS et al., 2003) e amazonenses (DA SILVA et al., 1995) protetor sobre estado
de choque anafilatico (CRUZ et al., 2008).

Ainda hoje, a espécie nao integra a lista de fitoterapicos regulamentados pela
ANVISA. Isso mostra que, apesar das diversas propriedades apresentadas pela K.
pinnata, de acordo com estudos, € indispensavel a busca por novas informacgdes, nos
mais diversos pontos de localizacdo da espécie, baseadas em pesquisas cientificas,
para que seja comprovada a eficiéncia de seus compostos quimicos e avaliacdo de
toxidade dos mesmos para a producédo de medicamentos, cosméticos etc. Para isso,
0 presente estudo tem como objetivo analisar os compostos quimicos de K. pinnata
através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) das fracbes aquosa,

hexano, cloroférmio e acetato de etila.

2 Reviséao da Literatura
2.1 Género Kalanchoe

Pertencente a familia das crassulaceas, abrangendo 125 espécies, algumas
com propriedades venenosas, 0 género Kalanchoe (AKULOVA-BARLOW, 2009) é
originario de regides do Sudeste e Sul da Africa, podendo ser encontrado também na
india, China e Brasil. Os representantes podem ser identificados através de
observacdes da regido floral da planta, apresentando flores gamopétalas, tetraméricas
e diplopostdmicas. Por serem xerofitas e possuirem a capacidade de acumular agua
em seus tecidos, sdo conhecidas como suculentas, sendo bem adaptadas, portanto,
as regides como a Bacia do Mediterraneo e regifes onde ndo congelam (GARCIA,
2009). O evento que resultou na separacao do continente Africano e da atual ilha de
Madagascar pode ter conferido aos membros, através de microadaptacbes das

espécies, a capacidade de gerar compostos quimicos com elevada importancia
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medicinal, sendo os flavonoides os compostos mais encontrados, considerados
marcadores do género, detentores de acdo gastroprotetora (SOBREIRA, 2013;
ARAUJO et al., 2018), cicatrizante, antioxidante (NAYAK et al., 2010; PHATAK;
HENDRE, 2014; NASCIMENTO et al., 2017), fungicida (LEGRAMANDI, 2011),
antiurease (NASCIMENTO et al., 2017), anti-inflamatéria (SOARES, 2017,
FERREIRA; TEIXEIRA, 2016), bactericida (CHIBLI, 2013; NASCIMENTO et al., 2017),
e bacteriostatica. (GARCIA, 2009; CHIBLI, 2013; ARAUJO, 2017).

Diversos sdo os estudos presentes na literatura para a determinacdo da
presenca dos compostos em espécies do género Kalanchoe, dentre eles a classe
flavonoide se destaca. Pinheiro et al. (2020) utilizaram extrato das folhas de K.
laetivirens (Figura 1 A) e relatam elevado teor de fendis totais (166,66 + 0,8 mg
EqAG/g) e o teor de flavonoides equivalente a 37,5 + 0,07 mg EqC/g. Matos et al.
(2016) também utilizaram solucédo extrativa, a espécie K. brasiliensis (Figura 1 B) foi
submetida ao método espectrofotométrico, onde foi identificado um grande nivel de
flavonoides em solucdo de cloreto de aluminio em 15 minutos de reacdo. Carolina
(2020) também utilizou extratos das folhas, K. gastonis-bonnieri (Figura 1 C) e K.
daigremontiona (Figura 1 D) foram as espécies em estudo, sendo encontrados
esteroides, terpenos, taninos e flavonoides, este dltimo em maior intensidade na
espécie K. daigremontiona correspondente a 11.04 + 0.50 mg QE/g extrato seco em
relacdo a espécie K. gastonis-bonnieri, na qual apresentou 7.81 + 0.53 mg QE/g

extrato seco.

Figura 1: Espécies do género Kalanchoe: A -K. laetivirens, B — K. brasiliensis, C — K. gastonis-
bonnieri e D — K. daigremontiona.

Fonte: matonoprato.com
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2.2 Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.

A espécie possui diversos sindnimos, Bryophyllum pinnatum é o mais comum,
podendo esta nomenclatura ser encontrada em diversos trabalhos. Acredita-se que o
nome do género surgiu do nome chinés “Kalan Chauhuy” significando “aquela que cai
e cresce’, ja o epiteto especifico vem do latim pinnatus, que significa "com penas"
(AKULOVA-BARLOW, 2009).

A coerama popularmente chamada também de corama, courama, coirama,
escama de pirarucu, diabinho, folha-da-fortuna e folha santa € uma das plantas mais
utilizadas na medicina tradicional na regido amazbnica. Pode ser facilmente
encontrada em quintais e mercados municipais. Seu uso varia, as folhas sao
geralmente consumidas em preparos de chas, sucos e saladas. Sua utilizacdo esta
associada ao tratamento de disfuncdo cardiovascular, diabetes, inflamacdes e
cicatrizacdo (LORENZI; MATOS, 2008; MENEZES et al., 2019).

2.2.1 Carateristicas morfolégicas de Kalanchoe pinnata

Tendo preferéncia por areas de clima quente e Umido, a espécie se caracteriza
como perene e suculenta. Como mostra a Figura 2, a espécie é um arbusto que pode
crescer entre 30 cm e 1,5 metros de comprimento, sendo o caule pouco ramificado,
com folhas opostas, com as superiores compostas e inferiores simples, verde escuras
e apresentando margens crenadas. As flores sdo tubulares, com cdlice e corola
inclinados. A floragcdo ocorre entre os meses de novembro a marcgo, com frutificacao
no més de abril. A reproducado ocorre por meio de semente e propagacao vegetativa,
através de gemas adventicias que formam cavidades nas bordas das folhas, gerando
novos individuos quando desprendidas (OKWU, 2006; NNAMDI, 2011; SOUZA,
2018).

As espécies K. brasiliensis e K. pinnata sdo comumente confundidas pela
populacao por apresentarem semelhancas, por isso, dentre as caracteristicas que as
distinguem estdo as ondulagdes e coloracdo das folhas, enquanto a K. pinnata
apresenta folhas nitidamente crenadas com bordas avermelhadas, podendo variar de
acordo com sua exposicao a luz e nutrientes no substrato, a K. brasiliensis apresenta
folhas subcrenadas sem alterac&o de cor nas bordas (ARAUJO, 2017 apud LORENZI;
MATOS, 2008). Tais diferencas podem ser notadas ao comparar as caracteristicas

morfoldgicas nas Figuras 1 e 2.
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Figura 2: Espécie K. pinnata: A - Arbusto medindo 1,10 metros de comprimento; B - Folha verde
escura com margens crenadas; C - Gemas adventicias.

Fonte: Arquivo pessoal.

2.2.2 Potencial quimico e biolégico de Kalanchoe pinnata

Dos membros pertencentes ao género Kalanchoe, a espécie K. pinnata merece
destaque, pois € utilizada em diversos estudos para analise de seus compostos
guimicos, toxicolégicos e farmacologicos, sendo utilizadas usualmente as folhas.

As investigacfes quimicas a respeito de K. pinnata revelam a presenca de
compostos de diversas classes como acidos organicos, alcaloides, acidos graxos,
esteroides, bufadienolideos, saponinas, terpenos, taninos, flavonas e flavonoides
(WU, et al., 2006). Dentre estes, o composto mais comumente encontrados em K.
pinnata, sdo os flavonoides derivados da quercetina (ICHIKAWA et al., 1986; COSTA
et al., 1994; MUZITANO, 2006; EL ABDELLAQUI et al., 2010; LEGRAMANDI, 2011,
SOBREIRA, 2013; COELHO; LIMA, 2018; FERNANDES, 2019) e kaempferol
(MUZITANO, 2006; TATSIMO et al., 2012).

Conforme relatos encontrados na literatura, estes compostos séo obtidos a
partir de metodologias que envolvem o preparo de extratos etanolicos, hidroalcodlicos
ou aquosos seguido de testes bioldgicos. A exemplo disto, tem-se o estudo realizado
por Perez et al. (1999) que utilizaram o extrato etandlico de Kalanchoe sp. para reduzir
lesbes gastricas provocadas por indometacina. Utilizando o extrato aquoso de K.
pinnata Ojewole (2005), Sousa et al. (2005) e Afzal et al. (2012), encontraram um
potencial anti-inflamatério, pois houve uma reducdo em edemas de ratos, causados
por estimulos quimicos e fisicos.

Para avaliar o potencial antioxidante, Chibli (2013) utilizou o extrato etandlico

de K. pinnata, e determinou, através do método de DPPH, que a CI50 é pelo menos
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16,43 pug/ml. O estudo também revelou que a fracdo acetato de etila apresentou uma
CI50 de 9,44 pg/ml, valor préximo ao observado para a rutina, utilizada como controle
positivo, que apresenta CI50 de 8,66 pg/ml. Ja em estudo realizado por De Souza et
al. (2013) foi avaliado somente o extrato aquoso de K. pinnata, sendo encontrado o
IC50 de 98,13 pg/ml. Estes resultados justificam-se pela presenca de flavonoides no
extrato bruto e em suas fracdes.

A literatura relata que os extratos de K. pinnata apresentam compostos com
atividade antimicrobiana. Biswas et al. (2011) observou que o suco de K. pinnata era
utilizado para o tratamento de diarréia, desta maneira ao elaborar o extrato etandlico
e testa-lo contra a bactéria patogénica da Escherichia coli, que é a responsavel por
infeccbes do trato gastrointestinal, observou-se a capacidade de inibir o crescimento
do patégeno.

Em outro estudo, Okwu e Nnamdi (2011) isolaram e identificaram pela primeira
vez o alcaloide etamino-7-Hex-1-in-5-ona fenantreno do extrato etanodlico de K.
pinnata. Este composto foi capaz de inibir o crescimento dos patégenos Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida
albicans e Aspergillus niger.

Villamizar et al. (2014) em ensaio da toxicidade da espécie, durante 28 dias
utilizaram o extrato completo de K. pinnata e nao foi verificado potencial toxico.

E possivel observar também a relevancia em pesquisas de capacidade
antioxidante através do extrato acetilico, e fracdes das folhas, com significativa
reducdo as propriedades de ions metalicos oxidativos livres como ions férrico e
cuprico; ultrapassando niveis apresentados pelas espécies K. daigremontiana, K.
milloti e K. nyikae. (CHIBLI, 2013; PHATAK; HENDRE, 2014; BOGUCKA-KOCKA et
al., 2018). Ainda, Nascimento et al. (2017) em estudo da avaliagéo anti-Helicobacter
pylori in vitro verificou o potencial antioxidante, antibacteriano e antiurease da K.
pinnata.

Neste seguimento, Soares (2017) verificou propriedades anti-inflamatoria
através do ensaio experimental de inducéo da inflamacéo utilizando extrato etandlico
e aquoso de K. pinnata, onde a administragéo por via oral se mostrou mais eficiente
para inibicdo do volume de exsudato e migracéo leucocitéria.

Phatak e Hendre (2015) investigaram a atividade anti-urolitiatica in vitro do
extrato de K. pinnata e constatou a desintegracdo de particulas de cristais retidos nos

rins, com aumento concentracdes da fracao.
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Chibli (2013) constatou que o extrato etandlico e fracdes de folhas sdo ricos em
substancias fendlicas e flavonoides totais, tendo a fracdo em acetato de etila
apresentado maior teor, possuindo também capacidade de sequestro de radicais
livres, reducdo de ions metalicos e inibicdo da peroxidagéo lipidica, o que caracteriza
a atividade antioxidante. Além disso, produziram atividade bactericida e
bacteriostatica, através da inibicdo de crescimento bacteriano.

Nayak et al. (2010) reforcam a capacidade do extrato etandlico, em estudo
preliminar com ratos, verificaram atividade cicatrizante, esta resultante provavelmente
a acao antioxidante de compostos polifendlicos, identificados no estudo. Também foi
verificada por Phatak e Hendre (2014) a capacidade antioxidante total (TAC) de folhas
de K. pinnata, sendo significativa dependendo do conteudo fendlico.

Sobreira (2013) utilizando fracdes de acetato de etila e aquosa, em ensaio in
vitro de Ulcera aguda e subaguda observou significativa diminuicdo da lesdo com
concentracdo de flavonoides, indicando atividade cicatrizante e gastroprotetora.
Aratjo et al. (2018) mostram ainda, que o extrato reduziu significativamente os danos
advindos de estresse oxidativo e a inflamacdo nas estruturas da mucosa de ratos
lesBes gastricas induzidas por etanol.

Em estudos, Ferreira e Teixeira (2016) obtiveram extratos a partir das
inflorescéncias apresentando potencial antinociceptivo, antiedematogénico e anti-
inflamatorio, este ultimo, presente tanto em extrato quanto em flavonoide.

Almeida (2019) verificou a eficicia do extrato hidroalcoolico de K. pinnata sobre
o Plasmodium berghei, causador da malaria, sendo considerados niveis glicémicos,

funcdes renais, hepatoldgicas e hematolégicas.

2.2.3 Ferramentas analiticas utilizadas na separacdo e caracterizacao de produtos
naturais

Cromatografia € um método analitico utilizado de forma eficaz na separacao,
dos componentes quimicos de amostras complexas tais como fluidos biolégicos,
produtos naturais, sedimentos de rio, dentre outras (SKOOG et al., 2010).

Quando aliada a técnica de espectrometria de massa, € possivel o perfil
guimico da amostra e essa € considerada como uma das melhores estratégias de
analise de metabdlitos secundarios e seus derivados. No entanto, o metaboloma de

um organismo como uma planta, € altamente complexo devido a diversidade de

estruturas quimicas geradas pelo metabolismo, logo se faz necessario utilizar
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abordagens complementares para que se possa diferenciar e obter o maior nimero
de compostos. Mesmo com o grande avanco de novas técnicas em cromatografia
liquida, a identificacdo e a resolucdo dos picos cromatograficos ainda € uma tarefa
dificil (KLITGAARD et al., 2014; WEHRENS et al., 2013).

A espectrometria de massas (EM) € uma técnica de analise qualitativa e
quantitativa de ionizacdo de misturas organicas complexas de qualquer espécie,
aplicada em areas como a biologia e quimica. Com a diversificacdo de técnicas
analiticas € possivel o emprego de técnicas hifenadas, como a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada ao Espetrometro de Massas (CLAE-EM), fazendo com que
a analise de uma amostra com um elevado niumero de metabdlitos seja feita de forma
rapida e através da comparacéo e classificacdo de perfis com a literatura é possivel
identificar os compostos presentes em extratos vegetais como 0s pertencentes a
classe dos flavonoides (RODRIGUES et al. 2006; CABRAL, 2010; ABDELNUR, 2011).

3 Material e métodos
3.1 Coleta e processamento do material vegetal
O estudo foi de carater experimental. Foram coletadas folhas de K. pinnata na
area residencial do municipio de Tabatinga, durante 0 més de novembro de 2021.
O material coletado foi devidamente armazenado em sacos de papel e em
seguida conduzido ao Laboratério Multidisciplinar de Quimica do Centro de Estudos
Superiores de Tabatinga da Universidade do Estado do Amazonas, onde foi lavado,
pesado (3 kg) e posto para secar em estufa a 70 °C. Quando seco, foi registrado o
peso de 260 g. ApOs isto, o0 material foi armazenado em frascos de vidro para serem
transportados até o Laboratério de Biorganica do MBT/ESA/UEA, em Manaus, para
elaboracao do extrato.

3.2 Elaboracéo do extrato das folhas de K. pinnata e extracao liquido-liquido

Apo6s aquecer 2 litros de agua destilada até a temperatura de 100 °C, realizou-
se a infusédo de 260g das folhas. Ao atingir a temperatura ambiente, o experimento foi
filtrado e em seguida a agua foi eliminada com o auxilio de uma chapa aquecedora.
Quando seca, a amostra foi ressuspensa em 500 ml de agua destilada sendo
centrifugada para retirada de sélidos em suspensao. ApOs este processo, realizou-se
o fracionamento da amostra por extracdo liquido-liquido na proporcdo 1:1 com os

solventes hexano, cloroférmio e acetado de etila.



16

Usando um rotaevaporador eliminou-se o solvente das fraces e, 0 excesso de
agua foi eliminado em dessecador. Por fim, foram pesados 1 mg de cada uma das

fracOes para as analises de CLAE-EM.

3.3 Determinacao do perfil cromatografico dos extratos

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) analitica foi realizada em um
sistema Shimadzu CLAE (bomba LC-6 AD; desgaseificador DGU-20A5; detector SPD-
20AV UV; comunicacdo modular CBM-20A) (Columbia, MD, USA) equipado com a
coluna Luna C18 (250 x 10 mm, 5um) (Phenomenex—Torrance, CA, USA). Todos o0s
solventes usados na cromatografia foram de grau CLAE e adquiridos de J. T. Baker
(Phillipsburg. NJ, USA), e a agua foi purificada usando um sistema Mili-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA). A eluigéo foi realizada com um gradiente de 20-100% de B ao
longo de 25 minutos a um fluxo de 1 ml/min. Os espectros UV foram registrados na

faixa de 254 nm.

3.4 Andlises de CLAE-EM/EM

Apos selecionar a fracdo que apresentou o melhor perfil cromatografico, esta
foi diluida a concentracdo de 1 mg/ml, em MeOH — HPLC, e analisadas em
cromatografo liquido modelo Prominence UFLC (Shimadzu), equipado com bomba
binaria LC-20AT, detector de arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automatico
SIL-20A equipado com coluna Kinetex (Cote-Shell) C18 150 x 2,1 mm (100 A, 2,6u)
acoplado a um espectrémetro de massas Brucker Daltonics, modelo Amazon Speed
lon trap, fonte ESI operando em modo positivo e negativo. O método utilizado foi um
gradiente de 20-100% de B ao longo de 24 min em um fluxo de 1 ml/min com automs.
Os resultados obtidos, foram processados com auxilio do softwere DataAnalysis

(Brucker Daltonics).

4 Resultados e discusséao
4.1 Rendimento das fracdes obtidas a partir do extrato de K. pinnata

Apés a obtencdo do extrato bruto o rendimento obtido foi de 19,15 g,
aproximadamente 7,36% do material vegetal seco. Esta quantidade foi ressuspensa
em agua e fracionada com diversos solventes organicos. O rendimento das fracdes

obtidas esta descrito na tabela 1.
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Tabela 1: Rendimentos das fracdes obtidas do extrato bruto de K. pinnata

Caodigo de trabalho Fracéo Peso seco ()
1 Aquoso 3,08
2 Hexano 0,55
3 Cloroférmio 1,58
4 Acetato 0,72

Apébs a obtencéo do rendimento, foram pesados 1 mg de cada fracdo para as
andlises de CLAE. Ao comparar os rendimentos das fracdes obtidos no presente
estudo, com os observados no trabalho realizado por Ferreira et al. (2014) sobre K.
pinnata, encontram-se certas similaridades pois, partindo de 2,52 kg de
inflorescéncias frescas trituradas, postas em infusdo com agua destilada a 50 °C,
obteve-se 90,2 g (3,82%) de extrato liofilizado. O extrato inicial foi entdo precipitado
em etanol e em seguida particionado em solventes acetato de etila e agua, produzindo
as fracdes em acetato de etila com rendimento de 5,58 g (6,2%) e aquosa com 12,35
g (13,7%). Tais resultados mostram que, apesar do material utilizado na pesquisa dos
autores e no presente estudo integrarem diferentes partes do vegetal, e
conseguentemente apresentarem caracteristicas morfolégicas distintas, quando se
utilizam processos de extracdo semelhantes, é possivel que o rendimento seja similar.
Corroborando com os estudos, Muzitano (2006) utilizando 6,76 kg de folhas frescas,
sendo extraidas por infusdo com agua destilada a 50 °C, obteve o extrato bruto, sendo
particionado com CH2Cl2 e NaOH. A fase aquosa residual foi particionada em EtOAc,
obtendo rendimento de 423,2 mg (0,006%), 113,0 mg (0,001%) e 1,67 g (0,02%),
respectivamente. Deste modo, o método de extracdo mostra-se eficiente pois, trata-
se de uma metodologia de simples realizacdo para obtencdo do extrato, além de
simular a forma de preparo pela populacéo, que consome constantemente a planta na
forma de cha. Vale ressaltar que, apos a obtencao dos extratos, tem-se a possibilidade
de prospectar os seus componentes quimicos e avaliar seu potencial bioldgico
(SILVA, 2019).

Tatsimo (2012) utilizou a planta inteira seca, com 1,50 kg de material vegetal,
aplicando a técnica de extragdo por percolacdo com metanol, em temperatura
ambiente, reduzindo o material a 148 g, este gerando as fracdes de rendimento de
38,03 g (25,69%) para hexano e 34,03 g (22,99%) para acetado de etila. Em contraste,

Lanna et al. (2019), Almeida (2019) e Sobreira (2013) utilizaram a técnica de extracdo
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do tipo maceracao. Sobreira (2013), por sua vez empregou etanol e agua, onde
comparou o extrato hidroetandlico (incubado durante 7 dias) de folhas colhidas em
duas épocas do ano. O extrato inicial foi dissolvido em agua destilada e passou por
particdo liquido-liquido gerando as seguintes fracdes, com seus respectivos
rendimentos: cloroformio com 1,1 g e 4,4 g (5,5% e 5,6%), acetato de etila com 0,74
ge 2,49 (3,7% e 4%), e aguosa com 13,6 g e 41,6 g (68% e 69,3%). Concluindo que,
hé pouca diferenca entre as fragdes advindas de amostras com pesos e coletadas em
condi¢des climaticas distintos. Semelhantemente, Chibli (2013) e Soares (2017)
empregaram a técnica por maceracao em etanol e metanol em folhas secas, sendo
mantidas em contato com o solvente em periodos de 24 horas e duas semanas. O
extrato inicial foi particionado liquido-liquido em solventes, dentre eles acetato de etila
e hexano, obtendo as fracdes hexanica com 9,11 g e 7,6 g e em acetato de etila 4,37
g e 8,2 g, conferindo um rendimento de 22,8%, 49,35%, 10,9% e 53,25%,
respectivamente. Desta maneira, a analise de Soares (2017) merece destaque pois,
alcangou-se um rendimento notoriamente superior.

Comparando as metodologias, 0 presente estudo apresentou resultados
préximos aos observados em outros estudos. As diferencas nos rendimentos podem
ser explicadas por serem utilizadas diversas técnicas de extracdo e solventes com
diferentes graus de polaridade, assim como a temperatura e o tempo de aplicacao
(OLIVEIRA et al., 2016) influenciam na producéo de extratos e fracbes com diferentes
niveis de concentracao e peso (MARQUES, 2005; BRUM et al., 2009).

4.2 Andlises de CLAE das fracdes de K. pinnata
Ao realizar as analises de CLAE, foram determinados os perfis quimicos das
fracOes de K. pinnata apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Perfil quimico das fra¢des de K. pinnata em A=254 nm. Em A - fragdo aquosa, B -
fracdo em hexano, C - fracdo em cloroférmio e D - fracdo em acetato de etila.

Conforme pode ser observado na figura acima, existe uma variedade de
metabdlitos em todas as fracdes que ocorrem entre 4 e 16 minutos. As fracdes em
cloroférmio e acetato de etila, apresentam semelhancas com relagdo ao perfil
cromatografico nos tempos de retencdo 13 minutos. Vale destacar que, a fracdo em
hexano apresenta um composto majoritario em 13 minutos.

A literatura aponta que diversos compostos quimicos absorvem no
comprimento de onda de 254 nm, tais como flavonoides e antocianinas.

Em trabalho realizado por Araujo (2017) foi possivel detectar no extrato aquoso,
por meio de técnicas cromatograficas, os compostos pautelina-O-hexosideo-O-
hexosideo, canferol, quercitina-O-hexosideo, quercitina-O-deoxi-hexosideo-O-
pentosideo, canferol-O-deoxi-hexosideo-O-pentosideo, eupafolina-O-deoxi-
hexosideo-O-pentosideo e patuletina-di-O-acetil-deoxi-hexosideo. Enquanto Sobreira
(2013) verificou a presenca da quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-
ramnopiranosideo, também identificada por Coutinho et al. (2021), Cruz et al. (2008)
e Muzitano et al. (2011). Os autores verificaram ainda a presenca de quercitrina e
kaempferol  3-O-a-L-arabinopiranosil(1—2)a-L-ramnopiranosideo, estes com
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias (ARAUJO et al., 2018), e 4°,5-tri-
hidroxi-3",8-dimetoxiflavona 7-R-D-glicopiranosideo; compostos atribuidos aos grupos
quercetina glicolisada, patuletina, eupafolina e derivados de kaempferol, todos com
atividade gastroprotetora (SOBREIRA, 2013).

Em analise da fracdo hexanica, Chibli (2013) encontrou espectro de ultravioleta
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com bandas caracteristicas dos flavonoides quercetina no Tr: 8,83 minutos. Identificou
ainda os constituintes quimicos pentadecanal, éster de etila do acido hexadecandico,
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol, éster de etila do acido 9,12-octadecadiendico,
éster de etila do acido 9,12,15-octadecatriendico, éster de etila do &cido octadecanico,
trans-esqualeno, a-tocoferol, 2-metil-7-fenilindol, 3-[4-(1-metil-etil)-fenil]-1-fenil-2-
propen-1-ona, 2-acetoximetil-3-(metoxicarbonil)-bifenileno, 1-metil-2-fenilondol, e R3-
amirina, este ultimo sendo o constituinte majoritario detectado.

Em estudo da fracdo acetato de etila, Gongalves (2017) identificou os
compostos miricetina 3-0-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo,
miricetina 3-O-ramnopiranosideo, meamsetina 3-O-pentosil ramnopiranosideo,
quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopyranosideo, 4°,5-tri-hidroxi-
3’,8-dimetoxiflavona 7-3-D-glicopiranosideo, e kaempferol-3-O-a-L-arabinopiranosil-
(1—2)-a-L-ramnopyranosideo, e quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-
ramnopyranosideo, verificado também por Sobreira et al. (2013), os autores ainda
identificaram quercitrin com alto pico no Tr: 8.5 min, todos apresentaram atividade
antitlcera. Enquanto Chibli (2013) identificou o flavonoide Canferol no Tr: 15,54 min.

Visto que, a fracdo acetato de etila apresentou ao menos 3 compostos

majoritarios, esta foi selecionada para etapa de determinacao do perfil quimico.

4.3 Caracterizacdo dos compostos quimicos presentes na fracdo de acetato de etila
de K. pinnata

Os espectros de massas da fracdo de acetato de etila de K. pinnata em modo
negativo revelaram a presenca dos ions m/z 623 e m/z 283. Em modo positivo foi
observado a presenca do ion m/z 449. Sendo assim, realizou-se experimentos
complementares de LC-EM/EM a fim de separar 0s componentes quimicos presentes
nas amostras e obter os fragmentos dos ions detectados.

As analises de LC-EM, em modo negativo, revelaram uma duplicidade do ion
m/z 623 sendo um mais retensivo que o outro, conforme pode ser observado na figura
4.
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Figura 4: Espectro de LC-EM da fragao em acetato de etila em modo negativo. 1 —Tr: 16.8
mine 2 —Tr: 18.1 min.

Para estabelecer uma diferenca em termos de provavel estrutura quimica
correlacionada as massas observadas, utilizou-se os dados de EM/EM e, conforme
pode ser observado na figura 5, o composto 1 de [M-H] m/z 623 apresenta uma perda
de 162 Da (623—461) que segundo a literatura esta associada a perda de uma hexose
(SAID et. al, 2017). ApGs buscas minuciosas na literatura, caracterizou-se o composto
1 como sendo a isorhamnetina-3-rutinosideo, um flavonoide presente em todos os
grupos de plantas, com base no estudo realizado por Said et al. (2017) sobre a

caracterizacdo de compostos fendlicos de origem vegetal por LC-EM/EM.
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Figura 5: Perfil de fragmentacdo. Em A - composto 1 e B — Fragmentacdo do ion m/z 623 em
modo negativo.



22

As analises de EM/EM do composto 2, apresentado na figura 6B, revelam duas
perdas competitivas, uma de 31 Da (m/z 623—591) que esta correlacionada a
metoxila (figura 7 A), e outra de 162 Da (m/z 461.21—623), que esta associada a uma
hexose (figura 7 B). Com base no perfil de fragmentacao realizado no presente estudo
e no realizado por Said et al. (2017) o composto 2 foi caracterizado como sendo a

rhanmosil hexosil metil quercetina, como mostra a figura 6A.
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Figura 6: Perfil de fragmentacdo do composto 2 com o ion m/z 623.

Os espectros de EM/EM do composto 3 em modo positivo revelam que o ion
[M+H] m/z 449 sofre uma perda de 213 Da (449—236). Com base no perfil de
fragmentacao observado no presente e no realizado por Pereira et al. (2017) em seu
estudo sobre a composicdo quimica dos extratos das folhas de K. pinnata, o composto

2 foi caracterizado como a quercitrina.
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Figura 7: Em A - composto 3; B— LC-EM e C — Fragmentac&o do ion m/z 449 em modo
positivo.
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O perfil de fragmentacdo do composto 4 de [M-H] ion m/z 283, mostra que
ocorre uma perda inicial de 15 Da (283—268), equivalente a uma metila, levando a
formacgé&o do ion [M-H] m/z 268. De posse desses dados e ao consultar a literatura, o
composto 4 foi caracterizado como physcion conforme estudo realizado por Chen et
al. (2016).
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Figura 8: Em A - composto 4; B— LC-EM e C — Fragmentacédo do ion m/z 283 em modo

negativo.

Os compostos caracterizados no presente estudo sao pertencentes as classes
flavonoide e antraquinona (PEREIRA et al.; 2017). Ambos séo substancias fendlicas,
apresentando em suas estruturas moleculares anéis aromaticos. Sdo conhecidos
pelas propriedades antioxidantes, capazes de inibir e prevenir a degradacdo oxidativa
das moléculas organicas. Em especial estd a quercetina e o physcion, com a
capacidade de eliminacdo e reducéo de radicais livres e regulacdo da presenca de
ferro (PIETTA, 2000; MUZITANO et al.; 2006; VASQUEZ, 2007; BEHLING, 2008; LIU,
2019; OLIVO et al., 2021).

4.4 Determinacao de atividade antioxidante

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados obtidos apds a determinacéo do
percentual de atividade antioxidante (AA%), das fracbes de K. pinnata em
concentracbes decrescentes. Conforme pode ser observado, fracdo em acetato de
etila apresentou o maior AA% quando leva-se em consideragdo as concentracoes
mais elevadas. Por outro lado, a fracdo em cloroférmio possui uma tendéncia de

estabilidade do seu AA% ao longo das dilui¢des.
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Tabela 2: Atividade antioxidante das fracdes de K. pinnata em teste DPPH.

Co?ﬁg?nt:f)g do AA% - Aquoso AA% - Acetato de etila AAY% - Cloroférmio AA% - Hexano
1000 29,2 91,9 88,09 80,3
500 24,2 89,9 87,85 73,8
250 235 73,7 86,92 58,1
125 21,0 49,3 85,94 41,8
62,5 19,1 21,4 69,20 33,4
31,25 18,3 15,6 52,27 26,1
15,6 17,2 12,4 38,36 22,0
7.81 17,4 11,2 30,41 193

AA — Atividade antioxidante. Controle &cido gélico AA% = 95,2.

Comparando a AA% de espécies do género Kalanchoe, Bogucka-Kocka et al.
(2018) observaram que todas as espécies testadas possuem capacidade antioxidante,
onde K. milloti apresentou maior potencial, seguido por K. pinnata, K. daigremontiana
e K. nyi-kae. A capacidade de protecéo contra radicais superéxidos foi maior para K.
pinnata.

Em estudo realizado por Majaz et al. (2011) sobre a avaliacdo da atividade
antioxidante, das folhas de K. pinnata, utilizando a metodologia de DPPH, foi
observado que, os extratos em metanol, cloroférmio e aquoso, das raizes,
apresentaram os maiores valores de atividade antioxidante.

Para andlise de potencial antioxidante das folhas de K. pinnata, Phatak e
Hendre (2015) testaram o extrato extrato metandlico e outras trés fracdes. Ao
comparar o valor do percentual de inibicdo antioxidante do extrato com o das fracdes,
percebeu-se que o extrato metandlico apresentou um maior percentual de inibicao.

Em ensaios realizados por Singh et al. (2019) e Chowdhury et al. (2016) com
extrato etandlico, a partir das folhas de K. pinnata, para a determinacéo do potencial
antioxidante, utilizando o acido ascoérbico como padrédo paras as analises, chegaram
a concluséo que, conforme as concentra¢cdes aumentaram a AA% também aumentou,
mantendo o potencial estavel. Tais resultados também foram observados em todas as
fracOes analisadas no presente estudo. Isso porque, a tendéncia € que, ao ser diluida,
a fracdo também perca o potencial antioxidante. Tais estudos mostram que,
metodologias envolvendo o DPPH séo consideradas confiaveis, de rapida execucéo,
de baixo custo e essenciais para a prospeccao de compostos com atividade

antioxidante.
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Apos a identificacdo da faixa de concentracdo com aumento linear em relacéao
a AA%, tracou-se a equacao da reta e determinou-se a Clso das fragfes de K. pinnata,
conforme pode ser observado na Tabela 3. Dentre todas as frag0es, foi obtido 0 menor
valor de Clso para a fragdo em cloroféormio seguida da em hexano, acetato e aquosa.

Tabela 3: Clso das fragdes de K. pinnata

Amostra Clso pg/mL

Fr. A
. 3,40

Fr. ACoet
0,21

Fr. Clor
0,03

Fr. Hex
0,10

Ac. Gal.
¢ ba 3,30

Em estudo realizado por Nascimento et al. (2017) sobre o potencial
antioxidante do extrato etandlico, das folhas de K. pinnata, da regido amazonica, foi
determinado um valor de Clso de 61,05 pg/mL. George et al. (2018) em andlise de
extratos metanolico e em cloroformio em teste CI50, utilizando o acido ascorbico como
padrao, determinou 10,45 pg/mL e 95,34 ug/mL, respectivamente, indicando maior
potencial para o extrato metandlico. Comparando os resultados apresentados com 0s
do presente estudo, percebe-se que os valores de Clso s&do menores indicando um

maior potencial antioxidante.

5 Consideracdes finais

O método utilizado no presente estudo se mostrou eficiente, sendo possivel a
preparacao do extrato e a obtencdo das fracdes com rendimento de acordo com a
literatura, contribuindo para as andlises de CLAE. Apds o processamento de dados,
observou-se uma boa separacao das amostras, com ions majoritarios que aumentam
a chance de identificagao ou isolamento dos compostos.

Foram encontradas diversas metodologias para a obtencao de extratos a partir
das folhas de K. pinnata, sendo os extratos aquoso e acetato de etila mais utilizados,
contendo em sua maioria compostos da classe dos flavonoides. Estudos comparativos
mostram que estes derivados sdo detectaveis na faixa de 254 nm. No presente estudo,

o tempo de retencdo de 13 minutos se destaca por apresentar um grande pico nas
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fracGes hexano, cloroférmico, e acetato de etila, indicando que possa ser o composto
qguercetina 3-0O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo pois, 0 mesmo foi
obtido em diversos estudos encontrados na literatura.

As fragBes foram analisadas através de técnicas cromatogréficas, como o LC-
EM/EM, para a caracterizagdo dos compostos quimicos presentes nas fracoes.
Podendo ser identificados 4 compostos: isorhamnetina-3-rutinosideo, ramnosil hexosil
metil quercetina, quercitrina e physcion. Todos com propriedades antioxidantes,
conforme aponta a literatura.

Com relacdo aos valores de percentual de atividade antioxidante obtidos no
presente estudo, todas as fracGes apresentaram resultado positivo. Apds o calculo
dos valores de Clso, foi observado que fragdo em cloroférmio apresenta o valor mais

expressivo seguido da fragdo em hexano, acetato de etila e aquosa.
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