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RESUMO

As espécies de Kalanchoe, reconhecidas como "folhas milagrosas" pela medicina
tradicional, apresentam desafios de diferenciacdo devido as suas semelhancas
morfolégicas, aumentando o risco de uso inadequado. O estudo investigou a
diversidade botanica e as propriedades bioquimicas de trés espécies de Kalanchoe,
que sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional devido as suas alegadas
propriedades terapéuticas, especialmente para o tratamento de ansiedade. As
espécies estudadas, Kalanchoe crenata, Kalanchoe marmorata, e Kalanchoe pinnata,
foram coletadas e processadas por métodos etnofarmacoldgicos para extragao de
compostos bioativos. O estudo empregou uma combinagdo de técnicas analiticas,
incluindo analise botanica, determinacédo de conteudo fendlico e flavonoide, ensaios
de atividade antioxidante (DPPH’, ABTS™, ORAC), e métodos cromatograficos
avangados (CLUE-DAD, CLUE-EM, e Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Performance (CCD-AP)). Essas abordagens permitiram uma avaliagdo detalhada da
composi¢cao quimica das espécies e uma comparagcdo de suas capacidades
antioxidantes. Os resultados indicaram diferengas significativas entre as espécies.
Analises botanicas revelaram que apenas K. pinnata possui cristais de oxalato de
calcio no peciolo, um marcador distintivo dessa espécie. Em termos de capacidade
antioxidante, a espécie K. marmorata mostrou os valores mais altos em todos os
ensaios, sugerindo uma concentragdo superior de compostos bioativos. A analise
cromatografica confirmou a presenga de flavonoides, principalmente derivados da
quercetina, com K. pinnata exibindo um perfil quimico unico de quercetina arabinosil
ramnosideo. Adicionalmente, a pesquisa explorou a atividade ansiolitica através de
avaliacao in vivo, sugerindo que de K. pinnata pode oferecer beneficios no tratamento
da ansiedade. Esta descoberta ressalta a importancia de diferenciar precisamente as
espécies de Kalanchoe para uso medicinal apropriado e seguro. Este estudo fornece
insights valiosos sobre as caracteristicas botanicas e farmacolégicas de Kalanchoe,
que podem guiar o uso tradicional dessas plantas, bem como inspirar futuras

investigacdes cientificas e aplicagdes terapéuticas.

Palavras-chave: Antioxidantes, ansiedade, folha milagrosa, CLUE-DAD-EM, CCD-
AP, Crassulaceae.



ABSTRACT

Kalanchoe species, known as "miracle leaves" in traditional medicine, pose
differentiation challenges due to their morphological similarities, increasing the risk of
improper use. The study investigated the botanical diversity and biochemical
properties of three Kalanchoe species, widely used in traditional medicine for their
alleged therapeutic properties, especially in treating anxiety. The species studied,
Kalanchoe crenata, Kalanchoe marmorata, and Kalanchoe pinnata, were collected and
processed using ethnopharmacological methods for the extraction of bioactive
compounds. The study employed a combination of analytical techniques, including
botanical analysis, determination of phenolic and flavonoid content, antioxidant activity
assays (DPPH’, ABTS™*, ORAC), and advanced chromatographic methods (HPLC-
PDA, HPLC-MS, and HPTLC). These approaches allowed for a detailed evaluation of
the chemical composition of the species and a comparison of their antioxidant
capacities. The results indicated significant differences among the species. Botanical
analyses revealed that only K. pinnata has calcium oxalate crystals in the petiole, a
distinctive marker of this species. In terms of antioxidant capacity, K. marmorata
showed the highest values in all assays, suggesting a higher concentration of bioactive
compounds. Chromatographic analysis confirmed the presence of flavonoids, mainly
quercetin derivatives, with K. pinnata displaying a unique chemical profile of quercetin
arabinosil rhamnoside. Additionally, the research explored the anxiolytic activity
through in vivo evaluation, suggesting that K. pinnata may offer benefits in anxiety
treatment. This discovery underscores the importance of accurately differentiating
Kalanchoe species for appropriate and safe medicinal use. This study provides
valuable insights into the botanical and pharmacological characteristics of Kalanchoe,
which can guide the traditional use of these plants as well as inspire future scientific
investigations and therapeutic applications.

Keywords: Antioxidants, anxiety, miracle-leaf, UPLC-PDA-MS, HPTLC,

Crassulaceae.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA), planta medicinal
é toda espécie vegetal ou partes dela que contém substancias ou classes de
substancias responsaveis pela agao terapéutica (Brasil, 2021).

Recentemente, estudos cientificos estdo sendo centrados na comprovagao de
atividades de plantas medicinais, popularmente usadas, com propriedades
psicoativas. Exemplo dessa afirmacdo sdo as espécies pertencentes ao género
Kalanchoe. Estas sao popularmente conhecidas como folha-da-fortuna, mae-de-
milhares, saido, folha milagrosa (Ferreira et al., 2014) e, de modo geral, o uso é feito
sob diferentes formas de preparo se da no tratamento de lesdes e feridas na pele
(Stefanowicz-Hajduk et al., 2020); tratamento de infecgbes, queimaduras,
reumatismo, dor de ouvido, Ulcera, diarreia, tosse, febre, disfungdo cardiovascular,
diabetes, para prevencado e tratamento do cancer e também para tratamento de
quadros depressivos e ansiosos (Molina et al., 2019; Zawirska-Woijtasiak et al., 2019;
Stefanowicz-Hajduk et al., 2020).

O género Kalanchoe, pertencente a familia Crassulaceae apresenta
aproximadamente 133 espécies descritas, sendo muitas delas nativas do continente
africano (COSTA et al., 2018). Dessas, 4 espécies identificadas apresentam
predominéancia no Brasil (Kalanchoe crenata (Andrews) Haw.; Kalanchoe delagoensis
Eckl. & Zeyh.; Kalanchoe fedtschenkoi Raym-Hamet & H. Perrier; e Kalanchoe pinnata
(Lam.) Pers. (Abdel-Raouf, 2012; Flora do Brasil, 2020). Dentre as classes de
metabalitos quimicos ja observadas em espécies do género Kalanchoe, podem-se
destacar os compostos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides e taninos); os
glicosideos cardioativos, e os esteroides (Stefanowicz-Hajduk et al., 2020; Hegazy et
al., 2021). Assim, a fim de garantir a seguranga do uso de plantas medicinais, s&o
necessarios estudos abrangendo a caracterizagao das espécies, a identificagado das
atividades biologica e farmacoldgica dos metabalitos presentes (Berlinck et al., 2017).

O transtorno de ansiedade é considerado um dos transtornos mentais mais
comuns na sociedade contemporanea, acometendo de 10% a 20% da populagao
(OMS, 2022). Terapias farmacolégicas atualmente usadas sédo eficazes no tratamento
e incluem diferentes classes medicamentosas. Porém, independentemente dessa
disponibilidade de farmacos, muitos destes apresentam efeitos adversos e baixo perfil
de tolerabilidade que limitam a efetividade do tratamento (Kukuia et al., 2015).
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Devido a estes aspectos, alguns pacientes tendem a buscar preparagdes a
base de plantas para o tratamento de varios tipos de problemas mentais. As plantas
medicinais sdo utilizadas para cuidados basicos de saude na maioria dos paises
subdesenvolvidos, onde aproximadamente 80% da populacdo utiliza essas para
tratamento de doencgas (Kukuia et al., 2015).

Assim sendo, o presente trabalho justifica-se pela discrepancia de estudos
entre algumas espécies de Kalanchoe que sao utilizadas etnofarmacologicamente
para o tratamento de quadros de ansiedade, sendo necessaria a diferenciacdo das
estruturas morfolégicas e anatdmicas, a identificacdo de possiveis grupos de
compostos quimicos e a avaliagdo de agdes bioldgicas (antioxidante e ansiolitica)

dessas espécies.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar quimica e morfoanatomicamente trés espécies do género Kalanchoe
(Kalanchoe crenata, Kalanchoe marmorata e Kalanchoe pinnata) assim como estudar
o potencial bioldgico dessas espécies frente a modelos in vitro de atividade

antioxidante e modelo in vivo de ansiedade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as caracteristicas anatdmicas de partes vegetativas aéreas de K.
crenata, K. marmorata e K. pinnata;

e Realizar analises histoquimicas com partes vegetativas aéreas de K. crenata,
K. marmorata e K. pinnata;

e Qualificar a constituicdo quimica dos extratos aquosos de K. crenata, K.
marmorata e K. pinnata por meio de Cromatografia Liquida de Ultra
Performance acoplada a Detector Ultravioleta (CLUE-UV);

e Quantificar o teor de compostos fendlicos totais e teor de flavonoides nos
extratos obtidos de folhas de K. crenata, K. marmorata e K. pinnata;

e Avaliar o potencial antioxidante dos extratos obtidos de folhas de K. crenata,
K. marmorata e K. pinnata por meio de diferentes ensaios in vitro: DPPH",
ABTS™, ORAC;

e Avaliar quimicamente os extratos obtidos de folhas de K. crenata, K.
marmorata e K. pinnata por meio de Cromatografia em Camada Delgada de
Alta Performance (CCD-AP);

e Avaliar quimicamente os extratos obtidos de folhas de K. crenata, K.
marmorata e K. pinnata por meio de Cromatografia Liquida de Ultra
Performance acoplada a Espectrometria de Massas (CLUE-EM);

e |nvestigar a atividade ansiolitica dos extratos aquosos de K. crenata, K.
marmorata e K. pinnata por meio de ensaio claro-escuro com a espécie de

peixe Danio rerio.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.10 ESTUDO DAS PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais desempenharam um papel essencial na historia e
continuam tendo uma importéncia até os dias de hoje. Ao longo dos séculos, varias
culturas tém explorado os beneficios terapéuticos das plantas para tratar uma ampla
gama de doencgas e promover a saude. No entanto, com o surgimento dos primeiros
registros escritos e o desenvolvimento do conhecimento erudito, tornou-se possivel
descrever varias plantas e seus usos terapéuticos, resultando nos primeiros
compéndios que posteriormente deram origem as Farmacopeias (Marques et al.,
2021).

Atualmente, a utilizagdo de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos é
uma pratica mundialmente disseminada, sendo encorajada pela Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), pois as novas tendéncias globais de preocupagdo com a
biodiversidade e as ideias de desenvolvimento sustentavel proporcionam os estudos
das plantas medicinais, despertando novamente um interesse geral na fitoterapia
(Mattos, 2018).

No Brasil, observa-se o0 aumento na busca pelo conhecimento e pela utilizagéo
de plantas e produtos derivados delas, movido pelos avancos ocorridos na area
cientifica, que permitiram o desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos seguros
e eficazes para uso, assim como o emprego de plantas medicinais, no atendimento
primario a saude (Bruning et al., 2012).

Entretanto ainda existem plantas que sao utilizadas medicinalmente a partir do
conhecimento popular e com poucas informagdes cientificas, farmacologicas e de
possiveis efeitos adversos, podendo acarretar danos a saude, principalmente devido
ao fato da populagao acreditar que essas nao apresentam toxicidade, por se tratarem
de produtos naturais (Firmo et al., 2011; Simdes et al., 2017).

Para isso, ao decorrer do progresso da ciéncia, tragcaram-se abordagens para
o estudo de plantas medicinais. O estudo de fitoquimica classica pode ser
representado pelas etapas apresentadas na Figura 01, as quais iniciam-se pela
escolha do material vegetal. Realiza-se a sua correta identificacdo, evitando trocas
entre espécies do mesmo género; seguem os estudos botanicos, analisando-se

caracteristicas microscopicas e macroscopicas e evidenciando-se marcadores
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anatémicos; e analise de marcadores quimicos, atingindo a investigagéo de atividades

farmacoldgicas (Maciel et al., 2002; Firmo et al., 2011; Simdes et al., 2017).

Figura 01 — Etapas do processo de estudo classico das plantas medicinais.

Fonte: a autora.
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Porém, a pesquisa com plantas medicinais € uma area em constante evolugao
que combina conhecimentos tradicionais com abordagens cientificas modernas para
explorar o potencial terapéutico das plantas. Nos ultimos anos, tem havido um
interesse crescente nesse campo, impulsionado pelo aumento da demanda por
tratamentos naturais e pela necessidade de novos farmacos em face de doencas
emergentes e resisténcia aos medicamentos convencionais (Marques et al., 2021).

Em termos de abordagens direcionadas, a pesquisa com plantas medicinais
tem se concentrado em varias areas-chave. Uma delas € a identificagdo de compostos
bioativos com potencial terapéutico. Isso envolve bibliotecas de compostos naturais
identificados como aqueles com atividades farmacoldgicas promissoras. Além disso,
a pesquisa com plantas medicinais esta explorando abordagens inovadoras, como a
biotecnologia e a engenharia metabdlica de plantas, além da insergdo da quimica
verde nos processos de pesquisa (Saxena, 2023; Funari et al., 2023).

Assim, abordagens computacionais, como a modelagem de interagdes
proteina-ligante, também s&o empregadas para prever a atividade biolégica de
compostos candidatos e otimizar os testes bioldgicos utilizando determinada espécie,
extrato ou substéncia isolada (Saxena, 2023; Funari et al., 2023).

Destacando a avaliagédo das atividades bioldgica e farmacoldgica, nesta etapa
seguem-se as indicagbes terapéuticas empiricas divulgadas por estudos
etnobotanicos, permitindo assim a avaliagdo do uso terapéutico da espécie vegetal.
Entdo, elencam-se quais serédo as atividades que serdo investigadas e quais testes
podem ser desenvolvidos. Dentre o grande numero de ensaios possiveis, tem-se a
divisdo entre testes in vivo e in vitro para avaliagdo de algumas atividades, sendo
atividade citotéxica, anti-inflamatoria, antioxidante, antimutagénica e agao no Sistema
Nervoso Central (SNC) alguns dos alvos de grande importéancia terapéutica (Maciel et
al., 2002; Firmo et al., 2011; Simdes et al., 2017).

Das atividades acima citadas, a atividade antioxidante apresenta
expressividade, visto que os processos oxidativos estdo presentes na etiologia de
inumeros quadros clinicos, como doengas neurodegenerativas e psiquiatricas, as
quais apresentam o estresse oxidativo promotor de desregulagdes sinapticas. Os
antioxidantes protegem as células do organismo contra danos causados pelos radicais
livres (espécies quimicas instaveis e reativas produzidas naturalmente durante o
metabolismo celular). O estresse oxidativo causado pelos radicais livres pode levar a

danos celulares, inflamacdo e envelhecimento precoce, contribuindo para o
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desenvolvimento de doengas crénicas, como cancer, doencas cardiovasculares,
diabetes e doengas neurodegenerativas. Ao avaliar a atividade antioxidante, é
possivel identificar substancias que podem contribuir com a prevengao e tratamento
de doencgas (Troubat et al., 2021; Zheng et al., 2021; Teleanu et al., 2022).

Diante disso, a identificagao dos principios ativos e seus mecanismos de agao
nas plantas representa um dos maiores desafios para as areas de quimica, bioquimica
e farmacologia. As plantas contém uma variedade de constituintes e seus extratos
podem exibir efeitos sinérgicos devido a presenga de compostos de classes e/ou
estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade. Ao estudar a atividade
biolégica de extratos vegetais, € crucial selecionar ensaios que detectem efeitos
especificos. Esses ensaios devem ser simples, sensiveis e reprodutiveis (Maciel et
al., 2002; Firmo et al., 2011; Simdes et al., 2017).

Dentre as espécies que apresentam grande interesse a ciéncia, encontram-se
as espécies do género Kalanchoe, pertencentes a familia Crassulaceae. Nota-se que,
nos ultimos 10 anos, o numero de publicagdes referentes a estas espécies vegetais
aumentou em aproximadamente 50% (Figura 02), abrangendo estudos botanicos,
agricolas, fitoquimicos, farmacologicos e de toxicidade, devido ao uso dessas plantas

na cultura popular.

Figura 02 — Publicagdes sobre espécies do género Kalanchoe por ano.
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3.2 FAMILIA CRASSULACEAE J.St.-Hil.
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A familia Crassulaceae compreende 36 géneros (Figura 03), com espécies

distribuidas principalmente na Africa e Asia, predominantemente em Madagascar e
Arabia (Fernandes et al., 2019; POWO, 2023; Smith et al., 2019).

Figura 03 — Géneros aceitos pertencentes a familia Crassulaceae.

CRASSULACEAE J.ST.-HIL.

Fonte: POWO, 2023.

Adromischus Lem.
Aeonium Webb & Berthel.
Afrovivella A.Berger
Aichryson Webb & Berthel.
Chaloupkaea Niederle
Chiastophyllum (Ledeb.) A.Berger
Cotyledon L.

Crassula L.

Cremnophila Rose
Dudleya Britton & Rose
Echeveria DC.
Graptopetalum Rose
Hylotelephium H.Ohba
Hypagophytum A.Berger
Kalanchoe Adans.

Kungia K.T.Fu

Lenophyllum Rose
Meterostachys Nakai

Monanthes Haw.

Orostachys Fisch.

Pachyphytum Link, Klotzsch & Otto
Perrierosedum (A.Berger) H.Ohba
Petrosedum Grulich

Phedimus Raf.

Pistorinia DC.

Prometheum (A.Berger) H.Ohba
Pseudosedum (Boiss.) A.Berger
Rhodiola L.

Rosularia (DC.) Stapf

Sedum L.

Sempervivum L.

Sinocrassula A.Berger
Thompsonella Britton & Rose
Tylecodon Toelken

Umbilicus DC.

Villadia Rose

Esta familia, do ponto de vista botanico, abrange importantes géneros de

plantas suculentas, com varias espécies conhecidas no paisagismo. Em relagéo as
caracteristicas anatomicas, as espécies sdo herbaceas, carnosas ou subarbustos,
com folhas planas ou cilindricas, suculentas, opostas ou verticiladas, alternas,
simples, ocasionalmente compostas, pinadas, sem estipulas, tendo pontas
avermelhadas em suas raizes. Suas flores sdo tetrameras e podem apresentar
diferentes coloragdes, sendo a coloragao das folhas, flores e raizes determinada pelo
pigmento antocianina, o qual é intensificado pela incidéncia da luz (Moreira et al.,

2012).
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A maior parte dos membros desta familia se destaca por suas estruturas
xeromorficas, as quais permitem adaptacdes a condi¢gdes extremas, como a luz forte
e a escassez de agua, pois possuem em seu tecido um compartimento que é capaz
de estocar e inibir a perda de agua tanto nas folhas quanto no caule (Herrera et al.,
2011; Milad et al., 2014; Fernandes et al., 2019). Isto ocorre em decorréncia do
metabolismo acido crassulaceo (CAM - Crassulacean Acid Metabolism), uma
adaptacao metabdlica para realizar a fixacao fotossintética de CO:2 e reducdo da perda
de agua através do fechamento estomatico durante o dia (quando as temperaturas
sdo altas) e abertura estomatica durante a noite (quando as temperaturas sé&o
inferiores). Dessa forma, as plantas CAM assimilam o CO2 atmosférico em acidos a
noite: incorporam o CO2, como HCO3 em oxaloacetato, o qual é reduzido a malato, e
fixam o CO2 no nivel de carboidrato durante o dia seguinte (Figura 04) (Moreira, et al.
2012; Yang et al., 2017; Gotoh et al., 2019).

Figura 04 — Representacédo esquematica do metabolismo acido crassulaceo.
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Fonte: a autora.

Esse metabolismo é especifico para plantas com adaptacdo a ambientes secos
e, por esta razéo, tém a relevante caracteristica de apresentar espécies com folhas
suculentas, tornando este um marcador da familia. As plantas CAM tém importante
papel na pesquisa de aspectos bioquimicos, ecofisioldgicos e filogenéticos (Gotoh et
al., 2019).
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3.3 GENERO Kalanchoe Adans

O nome Kalanchoe refere-se a transcrigao fonética do termo em chinés "Kalan
Chauhuy", que tem como significado “o que cai e que cresce” em explicacdo a forma
como ocorre a propagacao dos embrides foliares a partir da margem das folhas em
algumas espécies do género. Outra explicagdo para o nome pode ser em referéncia

ao termo indiano "kalanka" "chaya", que significa mancha ou ferrugem e brilho,
respectivamente, em alusdo as folhas brilhantes e as raizes avermelhadas (Akulova-
Barlow, 2009).

A utilizacdo do termo Kalanchoe foi empregado primeiramente por Michel
Adanson em 1763 (Akulova-Barlow, 2009) e, atualmente, as espécies pertencentes a
estes géneros sao conhecidas no Brasil por: balsamo, saido, folha-de-fortuna, mae-
de-milhares, folha-milagrosa, folha-da-costa, folha-da-bahia, coirama-branca,

coerama (Milad et al., 2014).
O género Kalanchoe, ou Bryophyllum, compreende 133 espécies descritas que

sdo nativas de Madagascar e distribuidas globalmente em locais de clima quente,
como Africa, América do Sul e Asia (Figura 05) (GBIF, 2023; Costa et al., 2008), sendo
apenas 13 espécies identificadas do género relatadas em todas as regides do Brasil
(Flora do Brasil, 2023).

As espécies desse género apresentam como caracteristicas principais serem
herbaceas ou sublenhosas, pouco ramificadas, atingindo de 1 a 1,5 metros de altura,
especialmente durante a floragdo. Suas folhas sao opostas, suculentas, ovaladas e
de margem crenada com 10 a 20 cm de comprimento. Suas flores podem medir até 5
cm de comprimento, sdo pendentes e dispostas em inflorescéncias. Os frutos sao
membranaceos e as sementes elipsoides (Lorenzi; Matos, 2008; Kamboj; Saluja,
2009). O caule destas espécies é constituido de células de paredes finas que se
aprofundam pela epiderme, sendo toda a estrutura impregnada por resina, formando
uma fina camada capaz de reduzir a evaporagao de liquidos em algumas espécies
(Milad et al., 2014).
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Figura 05 — Mapa de distribuigdo geografica da ocorréncia das espécies do género Kalanchoe.

Fonte: GBIF - Global Biodiversity Information Facility. Kalanchoe Adans. Disponivel em:
https://www.gbif.org/species/2985928. Acesso em: abril de 2023.

O género Kalanchoe é composto por plantas amplamente utilizadas na
medicina popular devido ao seu facil acesso e cultivo. O seu uso ocorre para
tratamentos como: problemas inflamatérios, feridas e ulceras, como anticoagulante,
vermifugo e larvicida, antitumoral e cicatrizantes (Stefanowicz-Hajduk et al., 2020).
Também é relatado o uso para tratamento de quadros de diarreia, vomito, picadas de
insetos e animais pegonhentos, dores no corpo e como agente antifungico e
antibacteriano (Almeida et al., 2000; Okwu; Josiah, 2006; Kamboj; Saluja, 2009).
Porém nao ha relatos e evidéncias que descrevam a quantidade de planta ou a
dosagem para cada uso terapéutico. A forma de administragdo se da principalmente
pelo uso do suco ou extrato aquoso (Akentieva et al., 2021; Garcia-Perez et al., 2020;
Majaz et al., 2011a, b; Richwagen et al., 2019; Stefanowicz-Hajduk et al., 2020).

Tendo em vista o seu amplo uso popular, varias pesquisas na area estao
voltadas para analisar os efeitos farmacolégicos relacionados a este género, a fim de
comprovar o seu potencial terapéutico. As principais atividades ja estudadas foram:
citotoxica, anti-inflamatoria e antioxidante.

Exemplos de estudos que estdo sendo feitos com essa finalidade sdo os de
avaliacdo da atividade citotoxica frente a diferentes linhagens celulares incluem: K.
glaucescens avaliada em células de leucemia (Adam et al., 2018); K. flammea em
células de cancer de prostata (Arias-Gonzaleza et al., 2018); K. crenata frente a
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células de carcinoma (Kuete et al., 2017); e K. tubiflora em células de céncer de
pulmao (Hsieh et al., 2015)). As espécies K. pinnata e K. daigremontiana sdo as mais
estudadas em relagdo ao potencial citotoxico frente a diferentes linhagens celulares
(El Abdellaoui et al., 2010; Bogucka-Kocka et al., 2016; Kolodziejczyk-Czepas et al.,
2016; Bhavsar; Chandel, 2019; Radwan-Praglowska et al., 2021; Elizondo-Luévano et
al., 2021; Garcia-Perez et al., 2021).

Com relagéo aos usos como agentes anti-inflamatorios, as espécies K. pinnata
(Anadozie et al., 2018; de Araujo et al., 2019), K. brasiliensis (de Araujo et al., 2019),
K. crenata (Awortwe et al., 2015); K. daigremontiana, K. tubiflora, K. x houghtonii
(Garcia-Perez et al., 2021) e K. gracilis (Lai et al., 2010) ja foram avaliadas.

O potencial antioxidante foi relatado principalmente para as espécies K. pinnata
(Bhatti et al., 2012; Ahmed et al., 2013; Nascimento et al., 2013; Bogucka-Kocka et
al., 2016; Hara et al., 2018; Anadozie et al., 2018; Radwan-Praglowska et al., 2021) e
K. daigremontiana (Bogucka-Kocka et al, 2016; Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016;
Elizondo-Luévano et al., 2021; Garcia-Perez et al., 2021). Porém essa atividade tem
sido estudada para varias outras espécies do género Kalanchoe.

Dentre outras propriedades terapéuticas relatadas na literatura, tem-se: efeito
anticoagulante de K. daigremontiana, por meio da inibicdo de trombina (Kolodziejczyk-
Czepas et al., 2017) e como modulador da atividade enzimatica da plasmina
(Kolodziejczyk-Czepas et al., 2018); atividade antidepressiva (Frimpong-Manso et al.,
2015, Kukuia et al., 2015) e ag&o antinefropatica de K. crenata (Kamgang et al., 2012)
e atividade de inibicdo da agdo do veneno de Bothrops jararaca por K. pinnata e K.
brasiliensis (Fernandes et al., 2016).

A espécie K. pinnata também foi avaliada quanto a agao anti-hipertensiva
(Bopda et al., 2014), imunomodulatéria e antileishimania (Gomes et al., 2010),
anticonvulsionante (Mora-Pérez; Hernandez-Medel, 2016), antidiabética (Patil et al.,
2013) e antifungica (Ahmed et al., 2013).

Estudos relativos ao isolamento e caracterizagdo de substancias naturais
produzidas a partir do metabolismo secundario de plantas sdo estratégicos por
envolver o conhecimento da biodiversidade nas investigacdes quimica, farmacolégica
e biologica de plantas medicinais, uma vez que a maioria dos medicamentos
atualmente utilizados sao derivados de produtos naturais. Dessa forma, o
detalhamento dos metabdlitos secundarios presentes em cada espécie vegetal
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possibilita a sua caracterizacdo e correlagdo com as propriedades terapéuticas que
pode vir a apresentar (Berlinck et al., 2017).

Nesse sentido, varios componentes de diferentes espécies do género
Kalanchoe ja foram identificados e isolados. Pesquisas relativas a sua composi¢céo
quimica demonstraram que as classes mais encontradas sdo os esteroides, acidos
fendlicos e flavonoides.

Dentro da classe dos esteroides, destacam-se os glicosideos cardioativos do
tipo bufadienolideos, os quais apresentam estrutura quimica baseada em um anel de
lactona de seis membros e compreendem substancias estruturalmente similares e
com atividades semelhantes as de dois conhecidos glicosideos cardiacos: digoxina e
digitoxina. (Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016).

O termo bufadienolideo faz referéncia ao género Bufo ou Bufonidae, de
espécies de sapos, devido a presenca destes compostos na secrecao da pele desses
animais. Além dos sapos, espécies de cobras e de plantas, como as da familia
Crassulaceae, sintetizam (glicosideos cardioativos do tipo bufadienolideos
(Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016). As atividades biologicas mais relatadas para esta
classe de substancias sdo as atividades cardiotdnicas e antitumorais. Espécies do
género Kalanchoe sdo conhecidas por produzir glicosideos cardioativos do tipo
bufadienolideos com diversas caracteristicas estruturais, incluindo varios tipos de
moléculas de agucares e formas de ortoacetato. Essas substéncias foram relatadas
principalmente em K. daigremontiana, K. delagoensis, K. pinnata, K. ceratophylla, K.
tomentosa e K. lanceolata (Oufir et al., 2015; Bachmann et al., 2017; Nascimento;
Casanova; Costa, 2023).

Em relagdo aos acidos fendlicos, ha presenca tanto de acidos fendlicos
esterificados (como os acidos clorogénico e rosmarinico) quanto de acidos livres,
como os acidos hidroxicindmicos (principalmente os acidos cafeico e p-cumarico)
(Elansary et al, 2018; Hegazy et al., 2021). Exemplos de acidos fendlicos encontrados
em espécies do género Kalanchoe sao: acido p-cumarico, acido galico, acido
clorogénico, acido c-resorcilico, acido sinapico, acido ferulico, acido cafeico, acido
vanilico, acido b-rosorcilico, acido siringico e acido protocatecuico (Bogucka-Kocka et
al., 2016; Nascimento et al., 2013).

A classe de metabdlitos secundarios que apresenta notavel relevancia para o

género é a dos flavonoides, caracterizados quimicamente como substancias
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compostas por um esqueleto basico do tipo C6-C3-C6, caracterizando trés anéis A, B
e C (Figura 06) (Simoes et al., 2017).

Figura 06 — Nucleo fundamental dos flavonoides

Fonte: a autora.

Os flavonoides foram identificados pela primeira vez no género Kalanchoe na
década de 1970, evidenciando a presencga de glicosideos de quercetina e campeferol
em extratos de folhas de K. pinnata (Nascimento; Casanova; Costa, 2023).

Os flavonoides também ja foram identificados em extratos aquosos,
hidroalcodlicos e alcodlicos (metandlico) das folhas de K. ceratophyla, K.
spathulata, K. gastonis-bonnieri, K. delagoensis, K. mortagei, K. fedtschenkoi, K.
blossfeldiana, K. daigremontiana, K. pinnata, K. brasiliensis, K. marmorata e K.
crenata (Andrade et al., 2023).

Entre os flavonoides descritos no género Kalanchoe, os derivados glicosilados
de quercetina, campeferol, eupafolina e patuletina (Figura 07) sdo os mais comuns
(Elansary et al, 2018; Nascimento; Casanova; Costa, 2023). Considerando os
flavonoides bioativos do género, os glicosideos de quercetina sao os mais citados. De
fato, varias espécies de Kalanchoe tém derivados de quercetina como compostos
responsaveis pelas atividades antimicrobianas, antivirais, anti-inflamatdrias,
antioxidantes, gastroprotetoras, imunomoduladoras, de cicatrizagdo de feridas e
neuroprotetora (Nascimento; Casanova; Costa, 2023).
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Figura 07 — Flavonoides mais descritos para o género Kalanchoe.
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3.3.1 Kalanchoe crenata (Andrews) Haw., Kalanchoe marmorata Baker e Kalanchoe

pinnata (Lam.) Pers.

Dentre as espécies do género, destacam-se trés espécies, Kalanchoe

crenata (Andrews) Haw., Kalanchoe marmorata Baker e Kalanchoe pinnata (Lam.)

Pers., por seus amplos usos populares e divergéncias em relagdo a produgao de

evidéncias cientifica, uma vez que a espécie K. pinnata apresenta, notadamente, mais

estudos publicados do que as demais (Figura 08).
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Figura 08 — Publicagdes por ano das espécies Kalanchoe crenata, Kalanchoe marmorata e Kalanchoe

pinnata.
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Fonte: a autora.

Essas espécies s&o utilizadas popularmente principalmente para o tratamento
de diversos tipos de enfermidades (Figura 09) (Andrade et al., 2023). Porém cada
uma delas apresenta singularidades, abrangendo o uso, suas caracteristicas
anatémicas, constituicdo quimica e agéo bioldgica.
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Figura 09 — Principais usos populares das espécies Kalanchoe crenata, Kalanchoe marmorata e
Kalanchoe pinnata.
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Fonte: a autora.

Especificando cada uma delas, a espécie K. crenata apresenta folhas
suculentas e crenadas, com bordas dentadas de tons verde-azulados ou de cor roxa
quando expostas a luz solar. Além de ser utilizada ornamentalmente, K. crenata é
reconhecida por suas aplicagcdes na medicina popular, onde extratos das folhas séo
usados para tratar condicbes como quadros inflamatérios, dores, ferimentos e
abscessos (Andrade et al., 2023).

Dentre as atividades biologicas relatadas para K. crenata destacam-se as
propriedades analgésicas e anticonvulsivantes, as quais foram avaliadas nos extratos

aquoso, etandlico, hexanico, de acetato de etila e de cloreto de metileno/metanol (1:1,
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v:v) das folhas secas pelos ensaios de dor induzida por acido acético, formalina e por
pressdo em modelo animal de ratos. Os resultados sugeriram a presenga de
atividades analgésicas periféricas e centrais, juntamente com um efeito
anticonvulsivante (Nguelefack et al., 2004; Nguelefack et al., 2006). Outra atividade
de relevante investigacdo € a acao antidepressiva, ja avaliada por meio de
experimentagcédo animal com ratos através dos testes de suspens&o da cauda, de nado
forcado e avaliagdo do envolvimento dos sistemas noradrenérgicos e
serotoninérgicos. Este estudo demonstrou que o extrato de K. crenata induziu um
declinio na imobilidade, indicativo de efeito semelhante ao antidepressivo e aumentou
as pontuagbes de natagdo, sugerindo possivel interagdo com os sistemas
serotoninérgicos e noradrenérgicos. (Kukuia et al., 2015).

Esta espécie apresenta nos extratos das folhas e do caule, a depender do
solvente extrator, compostos como esteroides, fendlicos (flavonoides e taninos),
alcaloides, antraquinonas e saponinas (Effah-Yeboah et al., 2021; Nguelefack et al.,
2006). Os extratos de K. crenata apresentam, ainda, microelementos importantes que
podem ser coadjuvantes aos metabdlitos secundarios que exercem atividade
terapéutica, entre eles estao o calcio, ferro, fosforo, potassio, zinco e vitaminas acido
ascorbico, riboflavina e tiamina (Sahin et al., 2019).

Entretanto, ndo ha publicagcdes referentes a identificacdo de metabdlitos
secundarios presentes nos extratos de K. crenata.

No caso da espécie Kalanchoe marmorata, conhecida mundialmente como a
planta penwiper, é nativa da Etidpia, Eritreia e Sudao e é muito utilizada como planta
ornamental. As suas folhas s&o grandes, ovais, de cor azul-esverdeada, com manchas
roxas, estas tornando-se mais brilhantes durante o verao e sob a forte incidéncia solar
(Akulova-Barlow, 2009; Smith et al., 2019).

Esta espécie apresenta uma menor gama de usos populares e
consequentemente n&o ha na literatura estudos relacionados a sua atividade
bioldgica. Porém, ha relatos de uso para tratar feridas, furunculos, contusdes, doenga
periodontal, labios rachados, artrite, ulceras gastricas, doengas do ouvido, infecgbes
oculares, disenteria, febre, resfriado comum, tosse, cdlera, doencas urinarias,
musculos rigidos, problemas hepaticos e dores de cabeca (Andrade et al., 2023). Em
relagdo a sua composigao quimica, foram identificados quatro flavonoides (Tabela
01), havendo necessidade de maior aprofundamento (Singab et al., 2011).



31

A espécie Kalanchoe pinnata € uma das mais utilizadas na medicina tradicional,
sendo conhecida como “saido”, “planta da vida®, “planta da fortuna®, “folha de
pirarucu”, incluida na Lista Nacional de Plantas de Interesse do Sistema Unico de
Saude (RENISUS) e amplamente prescrita na medicina antroposofica como
tratamento para insénia e disturbios emocionais, justificando seu interesse na
pesquisa cientifica (Nascimento; Casanova; Costa, 2023).

Kalanchoe pinnata caracteriza-se por ser uma planta ereta, suculenta, perene
e glabrosa que cresce até 1,5 m de altura. As folhas verde-escuras frescas, simples,
opostas, ovadas ou elipticas, ttm margens serradas-crenadas, um apice obtuso, base
assimétrica, venacao reticulada e peciolo longo. As flores s&o pendentes, escuras e
semelhantes a sinos. As hastes s&o altas, ocas, obtusos e de quatro angulos. Os
frutos estdo fechados no calice e na corola (Andrade et al., 2023).

Com relacdo a descricdo de suas caracteristicas morfoanatdmicas, tem-se:
camada epidérmica fina, com pequenas células proeminentes no lado adaxial e
menos distintas no lado abaxial, tecido da nervura parenquimatoso e homogéneo,
feixe vascular unico, colateral e hemisférico; apresenta estomatos do tipo anisocitico
e cristais prismaticos de oxalato de calcio incorporados em células parenquimatosas
no peciolo foliar (Andrade et al., 2023).

Em relagdo as varias atividades biologicas ja avaliadas, pontuam-se
atividades relacionadas ao SNC. A atividade anticonvulsivante de K. pinnata foi
estudada em extratos metandlicos de caules e raizes. Como resultado obteve-se
redug&o das convulsbes com o aumento das doses. Além disso, a dose de 400 mg/kg
melhorou significativamente a memoria e o aprendizado de camundongos (Mora-
Pérez et al., 2016; Bhandari et al., 2021). Um estudo utilizando um modelo de peixe-
zebra larval foi realizado para avaliar o potencial de extrato aquoso obtido a partir das
folnas de K. pinnata, tendo indicado que o extrato exibiu efeitos ansioliticos e
psicoativos, também de maneira dose-dependente (Pereira et al., 2022). Assim, estes
estudos contribuem para uma compreensido mais profunda dos mecanismos
subjacentes responsaveis por esses efeitos neuroldgicos.

K. pinnata possui em sua composi¢ao principalmente acidos cinamicos,
flavonoides e seus glicosideos. Ja foram descritos 24 compostos da classes dos
flavonoides (Tabela 01), entre eles: quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-

ramnopiranosideo (quercetina arabinopiranosil ramnopiranosideo—QAR), miricetina-3-
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O-ramnosideo (miricitrina) e quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (quercitrina)
(Pereira et al., 2022)



Tabela 01 — Substancias identificadas nas espécies Kalanchoe marmorata e Kalanchoe pinnata.
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(continua)

ESPECIE SUBSTANCIA REFERENCIA
Kalanchoe isoramnetina-3-0-a-L-1C4- 23 ramnopiranosideo SINGAB et al., 2011.
marmorata .

quercetina

4’-metoxi-miricetina-3-0-a-L-1C4- ramnopiranosideo

quercetina-3-0O-B-D-4C1-glucopiranosideo

protocatechuic-40- O-b-D-4C1-glucopiranosideo
Kalanchoe quercetina MUZITANO et al., 2006;
pinnata MUZITANO et al., 2011;

quercetina 3-O-B-glucosideo (quercetina 3-O- glucosideo; isoquercetina; isoquercetrina)
quercetina 3-O-B-D-glucuronopiranosideo (miquelianina)

quercetina 3-O-rhamnoside (quercitrina)

quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1 - 2)-a-L-ramnopiranosideo (QAR)

quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1 - 2)-a-L-ramnopiranosideo-7-O--D-glucopiranosideo
quercetina 3-O-rutinoside (rutina)

campeferol

campeferol 3-O-B-D-xilopiranosil-(1-2)-a- L- ramnopiranosideo (campeferol 3-O- xilosil-ramnosideo)
campeferol 3-rutinoside (nicotiflorina)

campeferol 3-O-a-L-arabinopiranosil (1-2)-a-L- ramnopiranosideo (capinatosideo)

campeferol 3-O-a-L-(2-O- acetil) ramnopiranosideo 7-O-a-L- ramnopiranosideo

campeferol 3-O-a-L-(3-O- acetil) ramnopiranosideo 7-O-a-L- ramnopiranosideo

campeferol 3-O-a-L-(4-O- acetil) ramnopiranosideo 7-O-a-L- ramnopiranosideo

CRUZ et al., 2012;
COUTINHO et al., 2012;
TATSIMO et al., 2012;
FURER et al., 2013;
NASCIMENTO et al.,
2013; CHIBLI et al., 2014;
FERREIRA et al., 2014;
DE ARAUJO et al., 2018;
FERNANDES et al., 2019;
STEFANOWICZ-

HAJDUK et al., 2020;

HEGAZY et al., 2021.
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(conclusao)

ESPECIE SUBSTANCIA REFERENCIA
Kalanchoe campeferol 3-O-a-D-glucopiranosideo 7-O-a- L-ramnopiranosideo MUZITANO et al., 2006;
pinnata MUZITANO et al., 2011;

afzelina (campeferol 3-O-a-L- ramnopiranosideo)

a-ramnoisorobina (campeferol 7-O-a-L- ramnopiranosideo)

4’ 5-dihydroxy-3’,8-dimethoxyflavone 7-O-f3- D-glucopiranosideo

miricetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1 - 2)- a-L- ramnopiranosideo
miricetrina (miricetina 3-O-a-L- ramnopiranosideo)

diosmina (diosmetina 7-O-a-L- ramnopiranosil-(1 - 6)--D- glucopiranosideo)
acacetina 7-O-a-L-ramnopiranosil-(1 - 6)- B-D-glucopiranosideo

luteolina

luteolina 7-O-B-D-glucosideo

CRUZ et al., 2012;
COUTINHO et al., 2012;
TATSIMO et al., 2012;
FURER et al., 2013;
NASCIMENTO et al,
2013; CHIBLI et al., 2014;
FERREIRA et al., 2014;
DE ARAUJO et al., 2018;
FERNANDES et al., 2019;
STEFANOWICZ-

HAJDUK et al., 2020;

HEGAZY et al., 2021.

Fonte: a autora.
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Além das atividades acima citadas para as espécies do género Kalanchoe, uma
quantidade crescente de pesquisas esta sendo dedicada a avaliagédo do potencial
dessas espécies frente a reducdo dos dados causados pelas espécies reativas de
oxigénio (EROs). Ha evidéncias consideraveis de que os EROs induzem
comprometimento em biomoléculas. Os antioxidantes, que eliminam os radicais livres,
sdo conhecidos por desempenhar papéis importantes na prevengdo de doencas
reativas induzidas por tais espécies (Bogucka-Kocka et al., 2018).

A predominante capacidade antioxidante encontrada nas plantas ¢é
frequentemente atribuida as propriedades redox inerentes aos compostos fendlicos,
0s quais desempenham o papel de doadores de hidrogénio e agentes redutores. A
acao antioxidante dos polifendis € manifestada através de uma série de mecanismos
distintos. Esses componentes atuam como eficazes agentes redutores, demonstram
habilidades na neutralizacdo de radicais livres e na formacédo de complexos quelantes
com ions metalicos. Além disso, desempenham fungdes como cofatores de enzimas
que conduzem reacgbes oxidativas, inibem a atividade de oxidases, interrompem
reacdes em cadeia provocadas por radicais e proporcionam estabilizacdo de radicais
livres (Bogucka-Kocka et al., 2018).

Neste ambito, estas trés espécies de Kalanchoe se destacam, tendo duas
delas, K. pinnata e K. crenata exibido atividades antioxidantes significativas. O
potencial antioxidante de varios extratos de K. pinnata foi avaliado e atividade
antioxidante significativa dependente da dose foi demonstrada em todos eles. As
atividades antioxidantes dos extratos etandlicos das folhas e caule foram avaliadas
pelo método de inibigado do radical DPPH*.. Além deste ensaio, estudou-se o potencial
da espécie em avaliagdes in vitro: ensaio de lipoperoxidagdo, de captura do éxido
nitrico, captura de radicais hidroxil, radical superéxido; e in vivo: dosagem de
glutationa, de malondialdeido, da atividade da mieloperoxidase, da superoxido
dismutase e da catalase. Ademais, para a espécie K. crenata somente ensaio in vivo
foram realizados, os quais também indicaram a acg&o antioxidante de extrato
metandlico (Tabela 02).

O mecanismo antioxidante pelo qual estes compostos agem, assim como suas
interacbes com enzimas especificas, como receptores GABA,, pode estar relacionado
aos efeitos no SNC: neuroprotecdo, ansiolitico, sedativo e anticonvulsivante
apresentado pelas espécies avaliadas (Pereira et al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/reactive-oxygen-species
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/reactive-oxygen-species
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/reactive-oxygen-species

Tabela 02 — Atividade antioxidante relatada nas espécies Kalanchoe crenata e Kalanchoe pinnata.
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(continua)
] PARTE USADA o
ESPECIE E EXTRATO ENSAIO RESULTADO REFERENCIA
Kalanchoe Planta Dosagem de malondialdeido Reduziu o nivel de MDA em 34 - 44% FONDJO et al.,
crenata inteira/Extrato (MDA) 2012.
metandlico
Avaliacao da atividade da Aumentou os niveis de SOD em 116 - 257%
superdxido dismutase (SOD)
Avaliagao da atividade da catalase Aumentou os niveis de CAT em 78 - 176%
(CAT)
Kalanchoe Folhas/Extrato Ensaio de lipoperoxidacao Clso = 134,56 pug/mL MOHAN et al.,
pinnata etandlico 2012.
Ensaio de captura do éxido Clso = 1320,84 pg/mL
nitrico (NO*)
Ensaio de captura de radicais Clso = 4,64 pg/mL
hidroxil
Folhas/Extrato Ensaio do radical superoxido Clso = 51,3 £ 0,6 pug/mL BOGUCKA-
etandlico KOCKA et al.,
Redug&o do radical DPPH: Clso = 90,6 pg/mL 2018.
Folhas/Extrato Dosagem de glutationa (GSH) Aumentou significativamente os niveis de GSH em doses de 125 DE ARAUJO et
aquoso mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg. al., 2018.
Dosagem de malondialdeido Doses de 125 mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg foram capazes de
(MDA) reduzir significativamente os niveis de MDA.
Avaliacao da atividade da Dose de 500 mg/kg foi capaz de reduzir significativamente a
mieloperoxidase (MPO) atividade enzimatica da MPO.
Caule/Extrato Redug&o do radical DPPH: Porcentagem de inibi¢cdo de 40,14% (30 pg/mL). KENDERSON
etandlico etal., 2021.



Tabela 02 — Atividade antioxidante relatada nas espécies Kalanchoe crenata e Kalanchoe pinnata.

PARTE USADA

37

(conclusao)

ESPECIE E EXTRATO ENSAIO RESULTADO REFERENCIA
Kalanchoe FoIhgs_/Extrato Redugao do radical DPPH: Porcentagem de inibi¢cdo de 49,5% + 5,6 (2000 pg/mL). QUINTERO et
pinnata etandlico al., 2012.
Ensaio de captura do oxido Porcentagem de inibigdo de 24,3% + 0,9 (62,5 pg/mL).
nitrico (NO*)
Ensaio do radical superoxido Porcentagem de inibigdo de 17,9% * 2,6 (62,5 pg/mL).
Folhas/Extrato Redug&o do radical DPPH: Porcentagem de inibi¢cdo de 28,9% £ 11,6 (500 pg/mL). QUINTERO et
éter de petroleo al., 2012.
Ensaio de captura do 6xido Porcentagem de inibigdo de 7,2% + 2,0 (125 ug/mL).
nitrico (NO)
Folhas/Extrato Avaliagao da atividade da Aumentou os niveis de SOD. RAMON et al.,
aquoso superoxido dismutase (SOD) 2023.

Avaliacdo da atividade da catalase
(CAT)

Dosagem de glutationa (GSH)

Dosagem de malondialdeido
(MDA)

Aumentou efetivamente a atividade do CAT.

Promoveu concentragdes mais altas de glutationa reduzida.

Reduziu significativamente as concentragbes de MDA.

Fonte: a autora.
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3.4 TRANSTORNO DE ANSIEDADE GENERALIZADA

A ansiedade pode ser uma resposta adequada a situagoes estressantes, mas
€ considerada um transtorno patolégico quando é incapacitante e dificil de controlar
(Demartini et al., 2019). O transtorno de ansiedade generalizada (TAG) € um estado
persistente de ansiedade que dura pelo menos 6 meses, considerado uma condigao
psiquiatrica incapacitante que engloba varias doengas concomitantes (Rocha et al.,
2022).

Pacientes com TAG apresentam reducao da satisfacao global com a vida e
menor qualidade de vida relacionada a saude, geralmente manifestam sintomas
somaticos que podem se expressar de modo diferente a depender do individuo, mas
sempre apresentando como nucleares a preocupacado e ansiedade crbénicas e
generalizadas, acompanhadas de sintomas fisicos e psicoldgicos inespecificos:
inquietacéo, fadiga, dificuldade de concentragéao, irritabilidade, tensdo muscular ou
disturbios do sono como insbnia (Figura 10). Pacientes com TAG tém risco
aumentado de suicidio, bem como eventos cardiovasculares e morte (Demartini et al.,
2019; Stahl., 2021; Borras et al., 2021; Rocha et al., 2022).

Figura 10 — Sintomas do Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG).
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Fonte: a autora.
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O TAG é o transtorno de ansiedade mais comum observado na atencao
primaria, afetando aproximadamente 4% a 7% dos adultos americanos, sendo duas
vezes mais comum em mulheres do que em homens. Fatores de risco adicionais
incluem transtornos psiquiatricos comorbidos, histéria de abuso de substancias
psicoativas ou trauma e histéria familiar de TAG (Demartini et al., 2019).

A fisiopatologia do TAG é significativamente afetada por baixos niveis de
acido gama aminobutirico (GABA) e neurotransmissao excitatoria de glutamato. Os
receptores GABA; estao especialmente concentrados no cortex pré-frontal medial, na
amigdala e no hipocampo, todos envolvidos em respostas de ansiedade e medo
(Borras et al., 2021).

Sabe-se que a funcdo cerebral depende de interacbes coordenadas entre
neurénios e células gliais e que alteragdes no funcionamento dessas células estao
presentes em diferentes quadros que ocorrem em nivel de SNC, como por exemplo,
a ansiedade. Nesse aspecto, linhas convergentes de evidéncia indicam que a
neuroinflamacéo esta altamente associada ao desenvolvimento de varias doengas
neuropsiquiatricas (Zheng et al., 2021).

A neuroinflamagdo ocorre a partir da ativacdo do sistema imunoldgico
estimulando astrécitos e células microgliais, que por sua vez produzem citocinas em
niveis crescentes. Nessa condigdo, a microglia, além de liberar mediadores
inflamatorios, também secreta glutamato, principal neurotransmissor excitatorio.
Porém, os astrocitos parecem n&o ser capazes de absorver o excesso de glutamato,
levando ao desenvolvimento de quadros neuropsiquiatricos. Ademais, essas citocinas
inflamatorias podem levar coletivamente a danos neuronais (Troubat et al., 2021,
Zheng et al., 2021).

Ha a recente sugestdo que a neuroinflamacdo pode nao apenas derivar de
condigbes patoldgicas, mas também que pode agravar com estimulos estressantes.
Uma vez que, o estresse oxidativo pode alterar a neurotransmissao, a fungcdo neuronal
e a atividade cerebral geral e, assim, contribuir para a indugdo da ansiedade. (Figura
11) (Kim; Jeon, 2018).
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Figura 11 — Processos que contribuem para a neuroinflamacao.
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Tratamentos eficazes para TAG incluem psicoterapia e farmacoterapia, como
inibidores seletivos de recaptagao de serotonina. Porém os farmacos apresentam uma
gama de efeitos colaterais e a fim de minimizar estes efeitos e a dependéncia causada
pelos medicamentos sintéticos, a medicina popular emprega a utilizagdo de
medicamentos ou produtos fitoterapicos (Bortoluzzi et al., 2019).

Sabendo que o TAG esta relacionado a diversos aspectos e alteragdes SNC,
plantas medicinais possuem inumeras substancias capazes de diminuir atividades que
desencadeiam em crises de ansiedade. Dentre elas a agc&o ansiolitica de alguns
flavonoides, capaz de modular vias cruciais para o tratamento de transtornos
psiquiatricos (Rocha et al., 2022). Dessa forma, a exploragao de novos medicamentos
direcionados ao tratamento da ansiedade é uma grande preocupagao em todo o
mundo. As plantas medicinais estdo sendo usadas como uma fonte potencial de novos
medicamentos para transtornos de ansiedade (Bortoluzzi et al., 2019; Borras et al.,
2021).

Estudos clinicos e pré-clinicos demonstraram que alcaloides, terpenos,
flavonoides, acidos fendlicos e saponinas possuem efeitos ansioliticos (Bortoluzzi et
al., 2019; Borras et al., 2021; Cordeiro et al., 2022).



41

Dentre esses compostos, os acidos fendlicos se destacam pela sua eficacia
como agentes ansioliticos e antidepressivos (Cordeiro et al., 2022). Por exemplo, o
acido elagico e o acido caféico demonstraram efeito ansiolitico comparavel ao do
diazepam em ratos (Girish, C. et al., 2013; Monteiro et al. 2020). Além disso, em
revisdo de Wang et al. (2023) foram relatados os flavonoides que promovem efeitos
ansioliticos associados com a modulagado de neurotransmissores, como apigenina e
quercetina. Essas descobertas enfatizam o potencial terapéutico metabdlitos
secundarios presentes em plantas medicinais no tratamento de disturbios

neuropsicoldgicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENGAO DO MATERIAL VEGETAL

Partes vegetativas aéreas de trés espécies do género Kalanchoe foram
coletadas na regido dos Campos Gerais, Ponta Grossa, Parana, Brasil (25°5’°38”S
50°12’34”0). As plantas floridas foram utilizadas para o preparo de exsicatas, sendo
identificadas pela botanica Dr®- Roséangela Capuano Tardivo, curadora do Herbario da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (HUPG) como Kalanchoe crenata (Andrews)
Haw., Kalanchoe marmorata Baker e Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers., e os
representantes depositados no HUPG sob numeros de registro 22929, 22779 e 23063,
respectivamente. Os acessos aos materiais botanicos foram registrados junto ao
Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN), sob o cadastro AFDD6B4.

4.2 EXTRAGAO DO MATERIAL VEGETAL

O processo extrativo ocorreu pelo método de turbdlise. As folhas foram
colhidas, pesadas e trituradas juntamente com agua, na proporg¢ao 10% (p/v). Apos o
preparo, os extratos obtidos foram filtrados, liofilizados e armazenados sob
refrigeracao (5° C) até o momento do uso. O processo extrativo foi realizado no
Laboratério de Fitoterapia, Tecnologia de Fitoterapicos e Quimica de Produtos
Naturais e o processo de liofilizacdo ocorreu no Complexo de Laboratérios
Multiusuario (C-LABMU), ambos da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

4.3 ENSAIOS FARMACOBOTANICOS

Amostras de partes aéreas (folhas e caules) das espécies de Kalanchoe
coletadas foram fixadas por 5 dias em solu¢éo de formol, acido acético e alcool (FAA
70) (Johansen, 1940). Apos, foram lavadas com agua destilada e posteriormente
armazenadas em etanol a 70% (Berlyn; Miksche, 1976). Para o exame microscopico
do material vegetal foram elaboradas secgbes paradérmicas e transversais a méo
livre. Esses materiais foram submetidos a coloracdo com azul de Astra e fucsina
basica (Roeser, 1972) e com azul de toluidina (O’Brien; Feder; Mccully, 1964) para

obtencdo de laminas semipermanentes, as quais foram montadas em laminas de
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vidro, com glicerina a 50 %.

4.4 TESTES HISTOQUIMICOS

As analises histoquimicas foram realizadas através de secc¢des transversais a
mao livre, a partir do material estocado. As principais classes de metabdlitos
secundarios foram investigadas utilizando os reativos: floroglucina cloridrica para
identificar tecidos e elementos lignificados (Sass, 1951), Sudam Ill para observar a
presenca de substancias lipofilicas (Foster, 1949), solugcédo de cloreto férrico a 2%
(Johansen, 1940) e dicromato de potassio a 10% (Gabe, 1968) para detectar
compostos fendlicos, solugdo de azul de metileno 1% para compostos mucilaginosos
(Oliveira; Akissue; Akissue, 2014) e lugol a 1% para identificar a presenga de amido
(Berlyn; Miksche, 1976). As laminas semipermanentes e histoquimicas foram
imediatamente fotografadas e analisadas em microscopio éptico acoplado a cdmera
fotografica (modelo Olympus CX31 com unidade de controle C 7070), para descrigao
detalhada da anatomia foliar e caulinar. As analises farmacobotanicas e histoquimicas
foram realizadas no Laboratério de Farmacognosia da UEPG.

4.5 ANALISE QUIMICA
4.5.1 Analises CLUE-DAD

As analises cromatograficas foram realizadas em equipamento Shimadzu®
modelo Nexera-i LC-2040C acoplado detector ultravioleta (UV) do tipo arranjo de
diodos (DAD). A separagdo cromatografica foi realizada em uma coluna de fase
reversa Acquity UPLC® BEH3000 C18 1,7 ym, 2,1 x 100 mm com 0,1% de acido
férmico em agua (v/v) (A) e 0,01% de acido férmico em metanol (v/v) (B) como uma
fase médvel binaria. Todas as amostras foram analisadas usando um programa de
eluicdo gradiente, comecando em 5% B, aumentando para 100% B ao longo de 12
minutos, mantendo-o por 3 minutos e, em seguida, retornando as condi¢des iniciais.
A taxa de fluxo foi ajustada em 0,3 mL/min. O volume de injeg¢ao foi de 4 uL e a
temperatura da coluna foi mantida a 30° C. Os scans dos comprimentos de onda foram

obtidos em 360 nm.
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4.5.2 Quantificagdo do teor de compostos fendlicos

A determinacdo de compostos fendlicos totais seguiu o método do reagente
Folin-Ciocalteau (Hills; Swain, 1959). Inicialmente, os extratos foram preparados em
concentracdo de 1 mg/mL e ent&o, foram transferidos 0,5 mL da amostra para tubos
de ensaio, nos quais foram adicionados 6,5 mL de agua destilada e 0,5 mL do
reagente de Folin-Ciocalteau (Dinamica®). Apds 30 segundos, completou-se o volume
com 2,5 mL de Na2COs3 a 10,6 %, seguido de um periodo de incubacé&o de 5 min a
50°C e medida da absorbancia a 715 nm. Foi preparada uma curva de calibragao a
partir de concentragdes conhecidas de acido galico (0,9 a 0,02 mg/mL) derivadas de
uma solugéo estoque (1 mg/mL). Os dados obtidos na analise foram expressos em
mg equivalente a acido galico/g de extrato (mgEqAG/g). Os procedimentos foram
realizados em triplicata.

4.5.3 Quantificacado do teor de flavonoides

O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método proposto
por Herald, Gadgil e Tilley (2012). Os extratos aquosos foram preparados em
concentragdo de 1 mg/mL e entdo, foram adicionados 25 pL dos extratos, 10 yL de
NaNO:2 a 5% (m/v) e 100 yL de agua destilada em pogo de uma placa de 96 pocgos.
Apos 5 minutos, adicionaram-se 25 pyL de AICIz a 0,414 mol/L. Apdés 5 minutos,
adicionaram-se 50 yL de NaOH 1 mol/L Por fim, apds 5 minutos, a absorbancia foi lida
em 510 nm. O conteudo total de flavonoides foi calculado a partir da curva analitica
do padrao de catequina (500-20ug/mL). Os dados obtidos na analise foram expressos
em mg equivalente a catequina/g de extrato (mgEqCQ/g). A quantificacdo de

flavonoides foi realizada em triplicata.

4.6 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE
4.6.1 Reducgao do radical DPPH*

O ensaio de antioxidante pelo método da redugao do radical DPPH* (2,2-difenil-
1-picril-hidrazina) seguiu a metodologia de Soares et al. (1997), no qual foram
adicionados 300 pyL das amostras, em diferentes concentragcdes a serem testadas, e

acrescentados 300 pL da solugdo de DPPH®em cada tubo. Apos 15 minutos de reagao
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na auséncia de luz, 200 yL das amostras foram transferidos para uma placa de 96
pocos para a determinagdo da absorbancia em espectrofotdometro UV-Vis, sob
comprimento de onda de 517 nm. As amostras foram testadas em triplicata e utilizou-

se quercetina como padréao.

4.6.2 Reducéo do radical ABTS™

O ensaio foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Pellegrini et
al. (1999). O cation ABTS™ foi gerado através da mistura prévia de 5 mL de solug&o-
estoque de ABTS™ com 88 L de solucéo de persulfato de potassio, a qual foi mantida
em repouso no escuro sob refrigeragdo durante 12h e, apds este periodo, foi diluida
em solugao tampao 10 mM. Para o ensaio, adicionou-se 300 pyL das amostras a serem
testadas e 300 yL da solugcdo de ABTS™ em cada tubo. Apds 30 minutos de reagao
na auséncia de luz, 200 uL das amostras foram transferidas para placa de 96 pocgos
para a determinacao da absorbancia em espectrofotémetro UV-Vis, sob comprimento
de onda de 734 nm. As amostras foram testadas em triplicata e como padrao utilizou-

se quercetina.

4.6.3 Capacidade de absor¢cdo do radical oxigénio (Oxygen Radical Absorbance
Capacity — ORAC)

Para realizagcdo do ensaio foi utilizada a metodologia descrita por Denev et
al. (2010), na qual a reagao foi realizada em tampéao fosfato 75 mM (pH 7,0) e a mistura
final da reacao foi de 200 L. Inicialmente, foram adicionados 100 yL da solugao de
fluoresceina em todos os pocos e lida a fluorescéncia somente uma vez. Entdo foram
adicionados 50 uL das amostras em triplicata, as quais foram incubadas a 370 C por
3 minutos. Depois, foram adicionados 50 pL da solu¢ado de AAPH (dicloridrato de 2,2,-
azobis(2-metilpropionamidina)) rapidamente usando uma pipeta multicanal. A
microplaca foi imediatamente colocada no leitor e a fluorescéncia registada a cada
minuto durante 80 minutos. Um branco usando tampéao fosfato e 5 solugdes de
calibragdo usando Trolox (concentragdo final de 0,02-0,1 mmol) como antioxidante

também foram utilizadas em cada ensaio.
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4.7 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA PERFORMANCE (CCD-
AP) (High Performance Thin Layer Chromatography, HPTLC)

4.7.1 Preparo de amostras e padrdes

Foram preparadas solu¢des de 10 mg/mL (em agua) de cada extrato. Para
cada padrao (quercetina, rutina, acido clorogénico e campeferol), foram preparadas
solugdes contendo 2 mg de cada composto em 10 mL de metanol, e as concentragdes
finais foram ajustadas para 0,4 mg/mL para rutina, 0,2 mg/mL para acido clorogénico,
quercetina e campeferol. Para o teste de Adequacgéo do Sistema (System Suitability
Test, SST), solugbes individuais de padrées foram preparadas em metanol (1,0
mg/mL), com concentragéo final ajustada para 0,5 mg/mL para guanosina e 1,0 mg/mL
para timidina e 9-hidroxi fluoreno.

4.7.2 Aplicagéo e desenvolvimento

Foram utilizadas placas de silica gel de 20 x 10 cm (comprimento x altura). O
volume aplicado foi de 10 pyL. A fase movel utilizada é composta de acetato de n-
butila:metanol:agua:acido férmico (7,5:2:1:1, viviviv).

4.7.3 Derivatizacao

Para a analise do fingerprint do extrato aquoso de cada espécie e produto
comercial de K. pinnata, foi utilizada uma combinagdo de reagente de Produtos
Naturais (PN) com Anisaldeido. Para o preparo do reagente PN, 1 g de 2-aminoetil
difenil borinato foi dissolvido em 200 mL de acetato de etila. Este reagente foi aplicado
na placa por um Sistema de Imersdo (CAMAG® Immersion device), sob condigdes de
tempo O e velocidade 3, com aquecimento da placa antes da imers&o (3 minutos;
100°C). Para o preparo do reagente Anisaldeido, 85 mL de metanol foi adicionado
vagarosamente, com 10 mL de acido acético e 5 mL de acido sulfurico. Apds isso, foi
adicionado 0,05 mL de anisaldeido (p-metoxi benzaldeido). O volume de 3 mL desta
solugéo reagente foi dispersado (por spray) no topo da placa previamente derivatizada
com o reagente PN, por meio de um Sistema de Derivatizagdo (Camag® Derivatizer
device), com bocal azul e nivel 3, com aquecimento da placa apds a aplicagédo por
spray (3 minutos; 100 °C). Em seguida, a placa foi submetida a obtencao de imagens
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nos comprimentos de onda 254 nm, 366 nm, e sob Luz branca, no equipamento
visualizador de placas (CAMAG® TLC Visualizer).

Para a analise de fendlicos totais de cada extrato aquoso foi utilizado o
reagente de Folin-Ciocalteau, o qual foi diluido 1:10 em metanol. Este reagente foi
aplicado na placa por um Sistema de Imersdo (CAMAG® Immersion device), sob
condigbes de tempo 0 e velocidade 5. Apos 30 minutos, a placa foi submetida a
obtengdo de imagens sob Luz branca, no equipamento visualizador de placas
(CAMAG® TLC Visualizer).

Para a analise do potencial antioxidante de cada extrato aquoso, foram
utilizados os reagentes DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) e ABTS (2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico). O reagente DPPH foi preparado na concentragéo
de 0,05% (em metanol). O volume de 3 mL desta solugéo foi disperso no topo da
placa, por meio do Sistema de Derivatizagdo (Camag® Derivatizer device), com bocal
azul e nivel 3. Apds a derivatizagdo, a placa foi mantida protegida da luz por 30
minutos. para entdo ser submetida a obtengdo de imagens sob Luz branca, no
equipamento visualizador de placas (CAMAG® TLC Visualizer). O reagente ABTS foi
preparado na concentragao de 0,04% (em agua) e posteriormente diluido 50:50 (em
metanol). O volume de 3 mL desta solugao foi disperso no topo da placa, por meio do
Sistema de Derivatizagdo (Camag® Derivatizer device), com bocal amarelo e nivel 3.
Apo6s 30 minutos., a placa foi submetida a obtengédo de imagens sob Luz branca, no
equipamento visualizador de placas (CAMAG® TLC Visualizer).

4.7.4 Cromatografia em camada delgada acoplada a espectrometria de massas
(CCD-EM)

Bandas selecionadas de cada amostra foram coletadas numa interface de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) capaz de extrair bandas de interesse a
serem analisadas por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (CLUE-EM) (CAMAG® TLC-MS Interface). A andlise por
CLUE-EM foi realizada em sistema Waters® /-Class UPLC acoplado a um
Espectrometro de Massas Waters® G2-XS Quadrupole Time of Flight (Q-TOF). A
separacao foi realizada em uma coluna de fase reversa Acquity UPLC® BEH C18 1.7
pm, 2.1 x 100 mm, com 0,1% acido férmico em agua (v/v) (solvente A) e 0,01% acido
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férmico em acetonitrila (solvente B) em modo gradiente. O volume de injec&o foi de 3
ML e o fluxo de 0,5 mL/min, com uma corrida de 10 minutos, utilizando lonizagao
(Electrospray ionization, ESI) nos modos positivo e negativo. A faixa de ions
selecionada foi de 60-1500 m/z (raz&o massa carga).

4.8 ANALISE CLUE-EM

O perfil de metabdlitos de extratos aquosos de espécies foi realizado usando
um Cromatégrafo Liquido de Ultra Eficiéncia Waters® acoplado com um
Espectrometro de Massas Waters®. A separagéo cromatografica foi realizada em uma
coluna de fase reversa Acquity UPLC®BEH3000 C18 1,7 um, 2,1 x 100 mm com 0,1%
de acido férmico em agua (v/v) (A) e 0,01% de acido férmico em metanol (v/v) (B)
como uma fase movel binaria. Todas as amostras foram analisadas usando um
programa de eluicdo gradiente, comegando em 5% B, aumentando para 100% B ao
longo de 12 minutos, mantendo-o por 2 minutos e, em seguida, retornando as
condicdes iniciais 17 minutos. A taxa de fluxo foi ajustada em 0,3 mL/min. O volume
de injecao foi de 5 pL. O espectrdmetro de massa foi equipado com uma fonte ESl e
operado em modo de ions negativos. A energia de colisdo foi 40 V e a voltagem do
cone foi 40 V. As massas pesquisadas foram: m/z 609, 593, 580, 463, 301, 285, 179,
as quais sdo descritas na literatura como presentes nas espécies do género

Kalanchoe.

4.9 AVALIAGAO IN VIVO

4.9.1 Cuidados éticos

Os peixes foram mantidos de acordo com o Instituto Nacional de Saude Guia
para Cuidados e Uso de Animais de Laboratério do Instituto Nacional de Saude. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (protocolo numero 23.000015025-2).

4.9.2 Animais

Para a realizagao dos experimentos, foram utilizados Zebrafish (Danio reiro)

adultos (4-6 meses) de linhagem selvagem obtidos de estoques de um aquarista local
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da cidade de Ponta Grossa, Parang, Brasil. Os peixes foram mantidos em tanques de
vidro (100 L) contendo agua desclorada mantida sob constante aeracgao, filtragao
mecanica e quimica (25-27 °C; pH 7-8; amoénia total < 0,01 mg/L; nitrito < 0,01 mg/L,
controladas por meio de kits comerciais (pH, nitrito e aménia) e o ciclo claro-escuro
de 14:10 h, fornecido por tubos de lampadas fluorescentes (12 Watts; luzes acesas
as 7:00 da manha). Os animais foram aclimatados no laboratério por 15 dias antes
dos testes. Além disso, os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com ragao

comercial em flocos por meio de alimentador automatico.

4.9.3 Grupos experimentais

Para avaliar o efeito ansiolitico dos extratos de K. crenata, K. marmorata e K.
pinnata os animais foram divididos aleatoriamente para recebimento dos tratamentos,

em grupos experimentais (Tabela 03).

Tabela 03 - Grupos experimentais

Grupos | Tratamento

Grupo 1 | Somente agua do aquario de menutengéo

Grupo 2 | Clonazepan (0,75mg/L)
Grupo KC1 | Extrato aquoso de K. crenata (1g/L)
Grupo KM1 | Extrato aquoso de K. marmorata (1g/L)
Grupo KP1 | Extrato aquoso de K. pinnata (1g/L)
Grupo KC1 | Extrato aquoso de K. crenata (0,1g/L)
Grupo KM1 | Extrato aquoso de K. marmorata (0,1g/L)
Grupo KP1 | Extrato aquoso de K. pinnata (0,1g/L)

Todas as solugbes foram preparadas com a agua contida no aquario de
manutengdo dos peixes. As concentragdes dos extratos empregadas na execugao
deste trabalho foram escolhidas com base em experimentos piloto, que reduziram os
niveis de ansiedade e nido apresentaram efeitos letal ou sedativo no peixe-zebra

durante o experimento.

4.9.4 Teste claro-escuro

A atividade ansiolitica dos extratos foi avaliada pelo teste claro-escuro
segundo o método descrito por Gebauer et al. (2011). Os testes foram realizados no

tanque claro-escuro (um tanque retangular dividido em duas porc¢des verticais iguais
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por coloragéo preta e branca medindo 18 x 9 x 7 cm?®) e preenchido com 3 cm de nivel
de agua. Cada animal foi imerso individualmente na solugdo contendo as amostras
por 10 min. Apds o tratamento, cada animal foi colocado individualmente no
compartimento de luz do tanque e deixado por um periodo de habituagado de 5 min.
Em seguida, a porta deslizante foi aberta para uma abertura de cerca de 1 cm de
altura, permitindo que os peixes explorassem todo o tanque por 5 min (Figura 12). O
tempo gasto por cada animal no compartimento de luz foi medido, bem como avaliado
o tempo de laténcia para a primeira entrada no lado escuro e o numero de
cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro. Esses parametros foram
selecionados para avaliar o efeito ansiolitico ao invés do efeito sedativo para as

amostras estudadas.

FIGURA 12 - Representacao esquematica do protocolo experimental do Teste claro-escuro.

l

-~
-
A
Aclimatagéo Tratamento Teste Claro-Escuro
(15 dias) (10 min) (5 min)

Fonte: Adaptado de PANCOTTO, L. et al. Anxiolytic and anti-stress effects of acute administration of

acetyl-L-carnitine in zebrafish. PeerJ. 2018.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados pelo software OriginPro®2022b Student
Version. Os dados foram expressos como média + erro padrao da média, com nivel
de significancia de 5% (p < 0,05). Para as quantificagdes e ensaios antioxidantes. Para
os testes in vivo foi feito analise de normalidade de Shapiro-Wilk seguido de analise

nao parameétrica de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn.



51

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ENSAIOS FARMACOBOTANICOS

5.1.1 Analise morfoldgica

Os aspectos botanicos de apenas 16 das 133 espécies do género Kalanchoe
foram descritos na literatura. Mais especificamente, 12 destas possuem alguma
descricdo macroscopica, sendo duas delas K. pinnata e K. marmorata (Akulova-
Barlow, 2009; Garcia-Sogo et al., 2009; Herrando-Moraira et al., 2020; Lai et al. 2010;
Smith et al., 2019), ndo havendo descricdo botanica para a espécie K. crenata.

As espécies K. crenata, K. marmorata e K. pinnata apresentam folhas
suculentas, glabras, lisas, uninérveas, com caule ndo-ramificado, e com filotaxia do
tipo oposta-cruzada (Figura 13, a1, b2, c1). As folhas destas espécies medem de 5 a
10 cm de comprimento e de 3 a 6 cm de largura; sendo de K. crenata e K. marmorata
ndo pecioladas (Figura 13, a4, b4) e K. pinnata peciolada (Figura 13, c4). Elas
apresentam coloragao verde brilhante em ambas as faces, tendo a espécie K.
marmorata manchas arroxeadas em ambas as faces da folha, com predominancia na
face abaxial (Figura 13, b4). Estas caracteristicas de coloragao foliar ja foram
descritas por Akulova-Barlow (2009), Majaz et al. (2011), Bhatti et al. (2012) e Shruti
et al. (2018).

Em relacdo ao formato das folhas é possivel identificar folhas com forma
variando de obovada a ovalada, base atenuada e margem crenada, para as trés
espécies, com a diferenciacdo do apice, sendo arredondado para K. marmorata e K.
pinnata (Figura 13, b4, c4) e agudo para K. crenata (Figura 13, a4).

A floracdo de K. marmorata e K. crenata se desenvolve na forma de
inflorescéncias terminais ao pedunculo principal, com flores tetrameras, de coloragéo
branca, medindo de 6 a 10 cm de comprimento para K. marmorata, (Figura 13, b2,
b3) assim como descritas por Akulova-Barlow (2009); e com coloragdo amarela,
medindo de 3 a 5 cm, para K. crenata (Figura 13, a2, a3). A floragdo de K. pinnata
também é observada como o alongamento vertical do pedunculo, desenvolvendo
inflorescéncias terminais corimbiformes com flores pendentes, tetrameras, em
aspecto de sinos, de colorag&o rosea, medindo de 2 a 3 cm de comprimento (Figura
13, ¢2, ¢3); caracteristicas congruentes com as apresentadas por Majaz et al. (2011),
Bhatti et al. (2012) e Shruti et al. (2018).
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Figura 13 - Aspectos morfoldgicos das espécies Kalanchoe crenata, Kalanchoe marmorata e

Kalanchoe pinnata.

Fonte: a autora.
Legenda: a. K. crenata, b. K. marmorata. c. K. pinnata. 1. Planta antes da floragdo. 2. Planta florida. 3. Flor. 4. Folha.
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5.1.2 Analise microscopica

Os caracteres morfologicos por si s6 ndo sao suficientes para se determinar a
autenticidade de uma espécie vegetal. Deste modo, as caracteristicas microscopicas
sdo muito valiosas para a analise de materiais vegetais, uma vez que as
caracteristicas anatdmicas, em especial os marcadores botanicos, sdo fatores
determinantes quando se trata da identificagdo da espécie vegetal (Manfron, 2021).

Quanto a avaliacdo anatdmica, para as folhas de K. marmorata em vista frontal,
as paredes anticlinais das células epidérmicas sao retas em ambas as faces (Figura
14, b). Para K. crenata, as paredes aparecem retas a levemente sinuosas na face
adaxial e sinuosas na face abaxial (Figura 14, a), assim como relatado por Moreira et
al. (2012). Na literatura, para a espécie K. pinnata, as paredes anticlinais sdo sinuosas
em ambos os lados (Chernetskyy; Weryszko -Chmielewska, 2008), o que se confirma
nos achados do presente estudo (Figura 14, c).

Os estdbmatos observados nas espécies K. crenata, K. marmorata e K. pinnata
sédo do tipo anisocitico (Figura 14, d, e, f) e estdo presentes em ambas as faces,
caracterizando-as como anfiestomaticas. Folhas anfiestomaticas e estdmatos
anisociticos sdo comuns em espécies da familia Crassulaceae, do género Kalanchoe
e ja descritas para a espécie K. pinnata (Chernetskyy; Weryszko-Chmielewska, 2008;
Chernetskyy et al., 2018; Shruti et al., 2018).

Em corte transversal, as folhas de K. crenata, K. marmorata e K. pinnata
apresentam epiderme unisseriada e as cuticulas das trés espécies sao lisas e finas.
(Figura 14, m, n, o). A cuticula fina também foi descrita para o caule de K.
daigremontiana por Abdel-Raouf (2012). O mesofilo das espécies € homogéneo e
composto por varias camadas de parénquima esponjoso e pequenos feixes
vasculares colaterais distribuidos na regido central do mesofilo, tendo a presencga de
idioblastos fendlicos distribuidos no mesofilo (Figura 14, g, h, i).

A nervura central, em corte transversal, é do tipo plano-plano para a espécie K.
marmorata (Figura 14, k) e plano-convexo para K. crenata e K. pinnata (Figura 14, j,
I), todas com feixe vascular unico, do tipo arco colateral aberto. No parénquima
fundamental ha a presencga de idioblastos fendlicos.

Raramente sao encontrados tricomas em espécies da familia Crassulaceae

(Metcalfe; Chalk, 1950). Em apenas trés espécies (K. beharensis, K. tomentosa e K.
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caniflora) sao relatados tricomas (Abdel-Raouf, 2012). Neste estudo, ndo foram

encontrados tricomas.

Figura 14 - Aspectos anatdmicos das folhas das espécies K. crenata, K. marmorata e K. pinnata.
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Fonte: a autora.
Legenda: a, d, g, j, m: aspectos anatdmicos de K. crenta; b,e, h, k, n: aspectos anatémicos de K. marmorata, c, f, i, |, o: aspectos
anatdémicos de K. pinnata.
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Apenas K. pinnata e K. crenata apresentam peciolo o qual apresenta formato
circular para as duas espécies (Figura 15), mantendo as caracteristicas de feixe
vascular e epiderme da folha das respectivas espécies.

Figura 15 - Aspectos anatdémicos do peciolo de K. pinnata e K. crenata.
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Fonte: a autora.
Legenda: a-c: K. pinnata; d-f: K. crenata; a, d: peciolo; b, e: epiderme do peciolo; c, f: feixe vascular do
peciolo.

Os caules das espécies, em secgdo transversal, tém formato circular (Figura
16, a, d, g). As caracteristicas da cuticula e da epiderme sdo as mesmas relatadas
anteriormente (Figura 16, b, e, h). Na regiao do cortex caulinar, encontram-se
algumas camadas de colénquima. O feixe vascular forma um cilindro continuo. Na

regido da medula, as células sédo isodiamétricas (Figura 16, c, h, i).
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Figura 16 - Aspectos anatdomicos dos caules das espécies K. crenata, K. marmorata e K. pinnata.
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Fonte: autora.
Legenda: a, b, c: aspectos anatémicos de K. crenta; d, e, f: aspectos anatdbmicos de K. marmorata; g,
h, i: aspectos anatémicos de K. pinnata.
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5.2 TESTES HISTOQUIMICOS

O conteudo celular pode ser considerado uma caracteristica diagndéstica
importante e complementar a analise micromorfolégica. Para tanto, sdo realizados
testes histoquimicos com solugdes capazes de reagir com determinadas substancias
da espécie vegetal e, deste modo, evidenciar estruturas e componentes especificos
(Manfron, 2021).

Em testes histoquimicos, o Sudam Ill € um reativo que cora os compostos
lipidicos de vermelho-alaranjado; compostos fendélicos sdo evidenciados por solugao
de cloreto férrico, no qual produz coloragdo marrom escura ou preta, ou por solugao
de dicromato de potassio, no qual produz cor marrom ou marrom-avermelhada; e o
azul de metileno é um reativo que cora células contendo mucilagem de azul. (Almeida
et al., 2023).

As cuticulas foliares de ambas as espécies reagiram positivamente aos
compostos lipofilicos (Figura 17, d, e, f); sendo essa caracteristica encontrada na
maioria das espécies do género Kalanchoe (Abdel-Raouf, 2012).

As camadas subepidérmicas das folhas de ambas as espécies reagiram com
Sudam Il (Figura 17, d, e, f), Sudam Black (Figura 17, j, k, I), cloreto férrico (Figura
17, p, q, r) dicromato de potasso (Figura 17, v, w, y), indicando a presenca de
compostos lipofilicos e fendlicos. Para a espécie K. crenata, essas reagdes ocorrem
na primeira camada abaixo da epiderme, enquanto para a espécie K. marmorata e K.
pinnata essas reagbes ocorrem em algumas células da epiderme e na primeira
camada abaixo da epiderme.

Elementos de vasos lignificados s&o evidenciados pela floroglucina cloridrica
nos elementos de vasos do xilema das folhas das trés espécies estudadas. Também
no sistema vascular, reag¢des positivas a compostos fendlicos foram observadas nas
células do floema e do parénquima do xilema das folhas (Figura 17, m, n, o, s, t, u).

Os idioblastos reagem na presenga de compostos lipofilicos e fendlicos, sendo
observados na regido do colénquima, preenchendo o parénquima, proximo aos feixes
vasculares, no floema e nas células parenquimatosas do xilema. Sendo que, os
resultados positivos, principalmente quanto a presengca de compostos fendlicos,
concordam com a literatura, uma vez que estes sdo amplamente relatados na

composi¢ao quimica de espécies do género (Nascimento et al., 2013; Bogucka-Kocka
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et al., 2018; Elansary et al., 2018; Richwagen et al., 2019; Palumbo et al., 2019;
Hegazy et al., 2021).

Figura 17 - Aspectos histoquimicos das folhas de K. crenata, K. marmorata e K. pinnata.
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Fonte: a autora.

Legenda: a, d, g, j, m, p, s, v: aspectos histoquimicos de K. crenta; b, e, h, k, n, g, t, w: aspectos histoquimicos de K. marmorata,
c, f, i, 1, 0, r, u, y: aspectos histoquimicos de K. pinnata a-f: sudam lll; g-I: sudam black; m-r: cloreto férrico; s-y: dicromato de
potassio.
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Em relagdo ao peciolo, a cuticula de K. pinnata e K. crenata é lisa e delgada.
Idioblastos reagem a pesquisa de compostos fendlicos, sendo vistos na regiao do
colénquima, parénquima de preenchimento, proximos aos feixes vasculares, no
floema e nas células parenquimaticas do xilema. Além disso, foram identificados
cristais prismaticos nas células do parénquima de K. pinnata (Figura 18), os quais

foram descritos por Shruti et al. (2018) como sendo cristais de oxalato de calcio.

Figura 18 — Cristal presente no peciolo de K. pinnata.

Fonte: A autora.

Os caules das espécies K. crenata, K. marmorata e K. pinnata apresentam
cuticula lisa e delgada, as mesmas caracteristicas descritas para a folha. Na
hipoderme, cortex e medula do caule sdo observados idioblastos que reagem na
presenga de compostos fendlicos (Figura 19, g, h, i, j, k, ). Grédos de amido nao foram
evidenciados nas das partes vegetativas aéreas analisadas neste estudo.
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Figura 19 — Aspectos histoquimicos dos caules de K. crenata, K. marmorata e K. pinnata.

Fonte: a autora.
Legenda: a, d, g, j: aspectos histoquimicos de K. crenta; b, e, h, k: aspectos histoquimicos de K. marmorata, c, f, i, I: aspectos
histoquimicos de K. pinnata a-c: sudam Ill; d-f: sudam black; g-i: cloreto férrico; j-I: dicromato de potassio.
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5.3 ANALISE CLUE-DAD

As espécies pertencentes ao género Kalanchoe sao ricas em compostos
fendlicos, entre eles os flavonoides provenientes dos nucleos quercetina, campeferol,
eupafolina e patuletina (Nascimento; Casanova; Costa, 2023). A partir dos resultados
de reacao histoquimica positiva para a presenga de compostos fendlicos nas trés as
espéecies, identificou-se a presenca dos flavonoides através de CLUE-DAD.

A investigacao do perfil quimico avaliando a presenca de compostos fendlicos,
sobretudo flavonoides, é apresentada nas Figuras 20, 21 e 22.

Para os flavonoides, o espectro UV apresenta duas bandas de absorcgio
maxima. A primeira delas, encontra-se entre 240 e 285 nm, correspondendo a
absorgdo do grupo benzoila, relacionada ao anel A, da estrutura basica dos
flavonoides; e a segunda possui absorgao a 300 e 400 nm, correspondente ao grupo
cinamoil e relacionada aos anéis B e C (Fernandes et al., 2019).

O tipo de flavonoide e o padrdo de oxigenagao da sua estrutura ocasionam
alteragdes na posicao e intensidade relativa de cada um dos maximos de absorgéo.
Substituintes, tais como metila, metoxila e grupo hidroxila n&o-dissociados,
geralmente demostram apenas pequenas altera¢gdes na posi¢cao da absorgao maxima.
Sabe-se que, na maioria das vezes, um aumento da oxigenagao na estrutura quimica
provoca um desvio das bandas para maiores comprimentos de onda (Fernandes et
al., 2019).

Para as espécies K. crenata, K. marmorata e K. pinnata foi possivel identificar
bandas de absorgéo entre 246 nm e 353 nm, afirmando a presencga de flavonoides.

Fernandes et al. (2019) descreveram para o extrato etandlico de K. pinnata as
absorbancias maximas de UV entre 251 e 365 nm como sendo relativas a flavonoides
derivados de quercetina e campeferol. Também relataram-se cinco picos € um pico
principal, o qual foi sugestionado que correspondia a quercetina 3-O-a-L-
arabinopiranosil-(1—2)-O-a-L ramnopiranosideo, relatado na literatura como o
principal flavonoide glicosilado de K. pinnata. No presente trabalho também foi
observado um pico principal.



Figura 20 — Cromatogramas e espectros de UV-Vis de Kalanchoe crenata obtidos por CLUE-DAD.
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Figura 21 - Cromatogramas e espectros de UV-Vis de Kalanchoe marmorata obtidos por CLUE-DAD.
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Figura 22 — Cromatogramas e espectros de UV-Vis de Kalanchoe pinnata obtidos por CLUE-DAD.
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5.4 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A quantificacdo de compostos fendlicos da-se através do reagente de Folin-
Ciocalteau, que € composto por molibdénio e o tungsténio, os quais se encontram no
estado de oxidagdo e que na presencga de agentes redutores, como os compostos
fendlicos, forma-se o complexo molibdénio-tungsténio, que tem coloragao azul. A
mudanca de coloragcdo permite quantificar o teor de compostos fendlicos em uma
amostra por espectrofotometria. O composto fendlico sofre desprotonacdo em meio
basico, gerando um anion e ocorre uma reagdo de oxirredugao entre o anion e o
reagente de Folin-Ciocalteau, dessa forma, o molibdénio sofre redugdo e o meio
reacional muda a coloragao de amarelo para azul (Araujo, 2013).

A partir da identificacdo da presenca de flavonoides nos extratos obtidos,
qguantificou-se os compostos fendlicos totais nos extratos aquosos através da equagao
da reta: y = 0,2157x + 0,0665 com r>= 0,9882 e os resultados das analises s&o

demonstrados na Tabela 04.

Tabela 04 — Contelido de fendlicos totais em extratos de K. crenata, K. marmorata e K. pinnata.

Espécie mgEqAG/g
Kalanchoe crenata 24,64 + 1,563°
Kalanchoe marmorata 59,26 + 1,632
Kalanchoe pinnata 22,48 + 1,96°

Fonte: a autora.

Legenda: mgEqAG/g extrato= miligramas Equivalentes a Acido galico por grama de extrato.

Nota: Dados apresentados como média * desvio padrdo. Médias seguidas por letras diferentes (a-b) diferem estatisticamente na
mesma coluna (Tukey test a p < 0,05).

Esta analise possibilitou verificar que os extratos de K. marmorata concentram
quantidade maior de compostos fendlicos quando comparados aos extratos de K.
crenata e K. pinnata.

S&o relatadas na literatura quantidades variaveis de compostos fendlicos em
outras espécies do género Kalanchoe e em extratos obtidos por outros métodos
extrativos e com outros solventes.

Para K. pinnata, tem-se relatado conteudo fendlico total de 27,782 + 0,25 yg/mg
(equivalente de acido galico) (Bhandari et al, 2021); assim como ao demonstrado para
o extrato hidroalcoodlico de folhas, do qual obteve-se um teor de 28,4 + 2 pg/mg

(equivalente em quercetina) (Jaiswal; Chawla; Sawhney, 2014); estes dados sao
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similares ao valor obtido no presente trabalho para a mesma espécie.

Além disso, para outro extrato hidroalcdolico obteve-se teor de 0,952 mg/100mg
(equivalente de acido galico) (Mishra et al., 2019). Ja para os extratos aquosos
(obtidos por diferentes métodos), as concentragdes variaram de 63,01-232,9 pg/mL
(equivalente em acido galico) (Bhavsar et al., 2018) e, para os extratos benzeno,
cloroférmio, acetona e etandlico de folhas e caules, observou-se que as folhas (0,49-
1,17% (v/v)) apresentaram teor de fendlicos totais significativamente maior do que
caules (0,18-0,62% (v/v)) (Bhatti et al., 2012).

Os valores obtidos neste trabalho estdo inseridos na faixa apresentada na
literatura, porém a correlagéo direta com os resultados ja publicados torna-se limitada,
devido as diferengcas em relacdo a métodos extrativos, aos diferentes solventes
utilizados e a escassez de dados ja relatados para algumas das espécies aqui
estudadas.

5.5 QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

Tendo observado a presencga de flavonoides, como ja relatado na literatura,
realizou-se a quantificagdo dessa classe de metabdlitos secundarios que demonstra
grande importéncia para as espeécies estudadas. Os dados da quantificacdo de
flavonoides totais (Tabela 05) foram obtidos através da equacgao da reta: y = 0,0041x
+0,0862 com r?= 0,9973.

Tabela 05 — Contetdo de flavonodides totais em extratos de K. crenata, K. marmorata e K. pinnata.

Espécie mgEqCQ/g
Kalanchoe crenata 2,26+0,41¢
Kalanchoe marmorata 12,63 +0,912
Kalanchoe pinnata 10,43 £ 0,98°

Fonte: A autora.

Legenda: mgEqCQ/g extrato= miligramas Equivalentes a Catequina por grama de extrato.

Nota: Dados apresentados como média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras diferentes (a-c) diferem estatisticamente na
mesma coluna (Tukey test a p < 0,05).

Esta analise demonstrou que os extratos de K. marmorata concentram
quantidade maior de flavonoides quando comparados aos extratos de K. crenata e K.

pinnata.
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Ha poucos relatos de quantificacédo de flavonoides com o mesmo método
realizado nesse trabalho, sendo descrito somente para a espécie K. pinnata: extrato
hidroalcoolico, o qual apresentou teor de 0,640 mg/100mg (equivalente de quercetina)
(MISHRA et al., 2019); extrato aquoso, aproximadamente 20 mg/g; e extrato
metandlico, aproximadamente 110 mg/g (Asiedu-Gyekye et al., 2012). O extrato
metanolico apresentou maior quantidade e isto deve-se a caracteristica do solvente
extrator, pelo qual os flavonoides apresentam maior afinidade.

Assim, tem-se escassez de dados na literatura, limitando discussées, uma vez

que diferentes solventes e métodos extrativos s&o empregados.

5.6 AVALIAGCAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Tem-se aumentado o foco dos estudos relacionados as espécies reativas de
oxigénio, ao estresse oxidativo e suas consequéncias. Existem evidéncias de que os
danos oxidativos em biomoléculas causam diversas disfungbes, entre elas a
neuroinflamacdo, a qual pode favorecer quadros neuropsiquiatricos, como a
ansiedade. Isto posto, substancias antioxidantes capazes de eliminar os radicais livres
sdo conhecidas por desempenharem papéis importantes na prevencao de doencas
induzidas por espécies reativas (Bogucka-Kocka et al., 2018; Kim; Jeon, 2018).

O potencial antioxidante encontrado nas plantas € majoritariamente atribuido
as propriedades dos compostos fendlicos, os quais podem exercer sua atividade
antioxidante por meio de diversos mecanismos. Muitas plantas medicinais possuem
atividades antioxidantes e tém sido utilizadas como fontes naturais. No entanto,
embora a capacidade de prevenir o estresse oxidativo ou minimizar seus efeitos
nocivos seja uma das atividades biologicas mais frequentemente associadas as
substancias derivadas de plantas, as a¢des antioxidantes dos extratos de diferentes
espécies de Kalanchoe ainda ndo foram completamente elucidadas, tendo dados de
ensaios in vitro apenas para a espécie K. pinnata, dentre as estudadas neste trabalho
(Simdes et al., 2017; Bogucka-Kocka et al., 2018; Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016;
Nascimento; Casanova; Costa, 2023).

Compondo a classe de fendlicos, tem-se os flavonoides como importantes
agentes antioxidantes e devido a diversidade estrutural das diversas subclasses de
flavonoides, estes tém a capacidade de exercer acdo antioxidante através de

diferentes mecanismos. Isso inclui atrasar ou inibir a geragao de espécies reativas,
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capturar ou reduzir as espécies reativas ja formadas, restaurar as defesas
antioxidantes naturais do organismo, agir em conjunto com os antioxidantes
endogenos ou se ligar a ions de metais de transi¢gao (Losada-Barreiro et al., 2022).
Atrelado a isso, diversos autores afirmam que nenhum método isolado é
adequado para determinar completamente a capacidade antioxidante. Por
conseguinte, € necessario realizar multiplos ensaios para abranger todos os
potenciais mecanismos de agdo. Com o intuito de identificar variagbes na resposta
dos compostos presentes nos extratos analisados, foram realizados ensaios de
sequestro de radicais livres utilizando os métodos DPPH", ABTS™* HOCI e ORAC, dos
quais DPPH, ABTS™ e ORAC os resultados estao apresentados na Tabela 06.

Tabela 06 — Atividade antioxidante de extratos de K. crenata, K. marmorata e K. pinnata.

ABTS™ DPPH* ORAC
Kalanchoe crenata 134,93 501,49 4,393 £ 0,27°
Kalanchoe marmorata 26,81 110,66 9,652+ 0,752
Kalanchoe pinnata 62,94 208,26 4,712 £ 0,48°
p > 0,05 p > 0,05

Fonte: A autora.

Legenda: Dados de ABTS e DPPH expressos em Clso ug/ml e dados de ORAC expressos em mmolTE/g (mmol de Trolox por
grama de extrato).

Nota: Dados apresentados como média * desvio padrdo. Médias seguidas por letras diferentes (a-b) diferem estatisticamente na
mesma coluna.

Os principais mecanismos pelos quais um flavonoide desempenha seu
potencial antioxidante sdo: a transferéncia de um atomo de hidrogénio (HAT),
transferéncia unica de elétron (SET) e a perda sequencial de préton e transferéncia
de elétron (SPLET).

O DPPH'* € um radical que, para se tornar uma molécula estavel, aceita elétrons
ou hidrogénio, atuando principalmente pelo mecanismo SET. A transferéncia de um
atomo de hidrogénio pode acontecer, mas é considerado um mecanismo secundario
(Prior et al., 2005). Visto que os antioxidantes podem transferir elétrons e doar
hidrogénio, estes possuem a capacidade de reduzir o radical DPPH", sendo a
capacidade de reducao do DPPH-' por substancias antioxidantes determinada por uma
reacao colorimétrica, através da mudancga da coloragao purpura a amarelo palido, com
decréscimo de absorbancia em espectrofotometro (Alves et al., 2010).

No ensaio de redugao do radical catibnico ABTS™* gerado através da reagao

do sal ABTS com persulfato de potassio, de coloracdo azul escura, avalia-se,



69

principalmente, o mecanismo SET, assim como para o DPPH" (Prior et al., 2005).
Sendo a capacidade de reducao do ABTS™ medida pela diminuicdo da absorbancia,
visivel através da mudanga de cor de verde escuro para verde claro (Rufino et al.,
2007).

Em relagdo ao método ORAC, este consiste em um ensaio
espectrofluorimétrico, baseado na capacidade de absorbancia do radical de oxigénio,
utilizando fluoresceina como marcador da capacidade antioxidante. No teste ORAC
verifica-se a capacidade de inibicdo da oxidagdo dos radicais peroxila (ROOQ:se),
induzidos pelo iniciador AAPH (dihidrocloreto de 2,2’-azobis [2-amidinopropano]), por
meio da decomposigéo térmica desse azo-composto a 37 °C (Dudonne et al., 2009).
A captura do ROO- promove a interrup¢céo de uma cadeia de reagdes que levarao a
formacdo de outras espécies reativas e a peroxidagado lipidica, ocorrendo
exclusivamente via mecanismo HAT (Prior et al., 2005).

As vantagens associadas ao uso do ensaio ORAC destacam-se ndo apenas a
utilizacdo de uma fonte biolégica de radicais relevantes e a temperatura corporal
humana, mas também o fato de ser o unico método que integra o tempo e o grau de
inibigdo por um antioxidante em um unico valor. Dessa forma, o ensaio ORAC
reproduz 0 mecanismo de agdo e prevencdo dos radicais livres no organismo
(Dudonne et al., 2009).

As diferencas apresentadas pelos métodos podem ser justificadas com base
em varias razdes, incluindo as distintas afinidades dos antioxidantes pelas
substancias oxidantes utilizadas nos ensaios, os mecanismos de ag¢ao envolvidos e a
composicdo do meio reacional. Esses fatores podem influenciar nas respostas
observadas e nas capacidades antioxidantes medidas pelos diferentes ensaios. E
necessario considerar essas variagdes para obter uma avaliacdo completa das
propriedades antioxidantes dos compostos em estudo (Kukoski et al., 2005; Infante,
2013).

Dentre as espécies estudadas, K. pinnata apresenta maior numero de estudos
quanto ao potencial antioxidante. Por redugao do radical DPPH’, os extratos benzeno,
etanol, acetato de etila e acetona demonstram valores de Clso de 94-160 pg/mL nas
folhas e 108-185 pg/mL no caule (Bhatti et al., 2012). O extrato metandlico obtido por
maceragao apresentou 69,77 % de inibigdo do radical DPPH" (Bhandari et al., 2021).
O extrato etandlico do caule de K. pinnata foi avaliado por DPPH* e demonstrou alta
atividade antioxidante (Clso: 37,28 pg/mL) (Kenderson et al., 2021) e em comparagéo
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com outros extratos de folhas (aquoso e éter de petroleo) apresentou o maior efeito
inibitério (49,5 + 5,6% (2000 ug/mL)) (Quintero et al., 2021).

Um unico estudo apresentado na literatura realizou o ensaio ORAC em
extrato hidroetandlico de K. pinnata (Sobreira et al., 2017), obtendo o valor de 4,31
mmolTE/g, sendo este um valor préximo ao obtido no presente estudo para K. pinnata
(4,712 mmolTE/g), bem como para K. crenata (4,393 mmolTE/g). Ja a espécie K.
marmorata apresentou resultado superior, sendo 9,652 mmolTE/g.

Comparado a outros estudos de atividade antioxidante de plantas medicinais,
pode-se inferir que atividades antioxidantes consideraveis foram determinadas no
presente trabalho, o qual obteve valores similares e/ou dentro da faixa esperada aos
considerados satisfatorios para o género Kalanchoe, confirmando que estas espécies
sdo fontes naturais de agentes antioxidantes, além de sugerir que o potencial
antioxidante e a eficacia destas espécies podem ser atribuidos principalmente aos
flavonoides (Adam et al., 2018; Ahmed et al., 2013; Fonseca et al., 2018; Lai et al.,
2010, 2011; Mayorga et al., 2019).

Isto posto, deve-se considerar que a atividade antioxidante de um flavonoide é
afetada por uma série de fatores, incluindo o grau de substituicdo, a posi¢cao e as
propriedades dos grupos funcionais, bem como particularidades conformacionais,
além de que o tipo de solvente em que esses compostos estdo presentes podem
resultar em variagdes nos parametros que direcionam esses mecanismos (Kumar;
Pandey, 2013). De forma que, faz-se necessaria a compreensdo das substancias
constituintes dos extratos para correlacionar as caracteristicas estruturais de um

flavonoide ao seu potencial antioxidante.

5.7 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA PERFORMANCE (CCD-
AP) (High Performance Thin Layer Chromatography, HPTLC)

A partir dos resultados obtidos com a quantificagao de fendlicos e flavonoides,
associado aos dados de potencial antioxidante, buscou-se a separacdo dos
componentes dos extratos a fim de identificar qual seria o responsavel pela agao
avaliada. Para isso, realizou-se a CCD-AP.

Assim, a derivatizagdo combinada das placas de CCD com os reagentes PN e
Anisaldeido permitiu a visualizagcdo de todos os compostos polifendlicos presentes

nos extratos aquosos das trés espécies de Kalanchoe (Figura 23).
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Pode-se notar a presengca marcante de flavonoides devido a coloragéo
amarelada das bandas cromatograficas presentes nas trés espécies (Figura 23; 4, 5,
6), porém sendo bandas diferentes para cada extrato (Figura 23; 7, 8).

Nao ha estudos referentes a CCD-AP para espécies do género Kalanchoe,
apenas relato de cromatografia em camada delgada convencional para a espécie K.
pinnata, a qual também evidenciou as bandas amarelas, reafirmando a presencga de
flavonoides (Fernandes et al., 2019).

Com isso, os ensaios com Folin-Ciocalteu, DPPH* e ABTS™ permitiram a
determinacao da correlagdo entre o resultado de quantificagdo de fendlicos (Folin-
Ciocalteau) e o potencial antioxidante (DPPH* e ABTS™) das espécies (Figura 24).

Através dessa analise é possivel identificar, para as trés espécies, que as
bandas cromatograficas mais evidentes no teste de Folin-Ciocalteau também séo as
que reagem positivamente de forma mais intensa nos testes de DPPH' e ABTS"™.

Estes dados reforgam a relagao ja observada com os outros ensaios, nos quais
a espécie K. marmorata demonstrou ter a maior presenga de compostos fendlicos, em
especial os flavonoides, e apresentou a maior capacidade de agao antioxidante frente
aos modelos avaliados, evidenciando que os flavonoides presentes nessas espécies
apresentam maior capacidade antioxidante em comparacdo a outras classes de

metabdlitos secundarios presentes.



Figura 23 - CCD de Alta Performance em extratos de Kalanchoe antes(A) e apos(B) derivatizagdo combinada de PN-Anisaldeido.

Fonte: a autora.

Legenda: (1) SST (system suitability test), (2) Rutina, acido clorogénico, quercetina, (3) kaempferol; (4) K. pinnata, (5) K. marmorata, (6) K. crenata,
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Figura 24 - CCD-AP em extratos de Kalanchoe apos derivatizagdo com Folin-Ciocalteau, DPPH" e ABTS™.

4 4 4

Kalanchoe crenata

Fonte: a autora.

Legenda: (1) SST (system suitability test), (2) Rutina, acido clorogénico, quercetina, (3) campeferol; (4) K. crenata, (5) K. marmorata, (6) K. pinnata. (A) Folin-Ciocalteau, (B) DPPH, (C) ABTS.
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5.8.1 Analise EM-EM de compostos identificados por CCD

Os principais compostos bioativos observados previamente foram extraidos e
analisados no espectrbmetro de massas, os quais apresentam-se como sendo
correspondentes a derivados de quercetina e campeferol.

Os espectros de massa dos extratos de K. marmorata e K. crenata
demonstraram a presencga de ions [M-H]- com m/z 609, tentativamente identificada
como quercetina 3-rutinosideo (Nielsen et al., 2005), e as espécies K. marmorata e K.
pinnata m/z 593, tentativamente identificada como quercetina 3-O-deoxihexosil(1-2)
deoxihexosideo (Nielsen et al., 2005) (Figura 25). O espectro EM revela um fragmento
de ion em m/z 301, sugerindo possuir um nucleo base de quercetina.

Adicionalmente, o espectro de massa do extrato de K. crenata apresentou
outros compostos (Figura 26) que demonstraram [M-H]  ions com m/z 635 e m/z 593.
O espectro EM revelou fragmento de ion em m/z 301 (quercetina) para ambos os
compostos, tentativamente identificados como quercetinas glicosiladas (de Araujo et
al., 2019).



Figura 25 - Derivados de quercetina em Kalanchoe crenata, Kalanchoe marmorata e Kalanchoe pinnata.
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Fonte: a autora.
Legenda: (A) e (C) Kalanchoe marmorata, (B) Kalanchoe pinnata, (D) Kalanchoe crenata. (A) e (B) m/z 579, (C) e (D) m/z 609.



Figura 26 - Quercetina-glicosiladas em Kalanchoe crenata
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5.8 CLUE-EM

As analises por espectrometria de massas dos extratos aquosos das folhas de
K. crenata, K. marmorata e K. pinnata sao apresentadas nas Figuras 27 a 31.

A fim de relacionar os dados apresentados anteriormente, atentou-se aos
compostos que ja foram descritos para espécies do género e entdo, pesquisou-se
fragmentos ja identificados ou sugestivos de alguma substancia, sugerindo a
identificacdo de glicosideos flavonoides derivados da quercetina, isoramnetina e
campeferol.

Para a espécie K. crenata foi possivel observar um pico principal e outro menos
intenso, sendo respectivamente, de m/z 609 e 593, descritos por Abdellaoui et al.
(2010) como sendo um derivado de quercetina e campeferol 3-O-rutinosideo. A m/z
609 apresenta também um fragmento de ion em m/z 301, tipico de aglicona de
quercetina; e a m/z 593 um fragmento em m/z 285, caracteristico de aglicona de
campeferol (Figura 28).

Com relacdo a espécie K. marmorata, observou-se somente um pico de m/z
609, o qual apresenta um fragmento de ion em m/z 301 (Figura 29) sugestivo de um
derivado da quercetina ou uma pentose derivada de isoramnetina, como descrito por
Abdellaoui et al. (2010).

A espécie K. pinnata apresentou maior numero de picos, cinco, dos quais trés
deles sugerem a presenca de derivado de quercetina, assim como para as outras duas
espécies, e outros dois sugestivos de quercetina 3-O-a-1-arabinopiranosil (1—2) a-L-
ramnopiranosideo (Figura 30), isolado pela primeira vez para a espécie por Muzitano
et al. (2006) e sugestionado por Nascimento et al. (2018) para ser usado como
marcador para K. pinnata. O pico apresentou m/z 508 com fragmentos de m/z 301 e
m/z 179, apresentados por Abdellaoui et al. (2010) como componentes da
fragmentagao da quercetina 3-O-a-1-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopirandsideo.

Diante do exposto, pode-se afirmar que os resultados obtidos contribuem para
distinguir os metabdlitos secundarios presentes nas espécies, reforcando a
possibilidade de ter como marcador quimico da espécie K. pinnata o composto
quercetina 3-O-a-1-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopirandsideo, visto que as outras
duas espécies nao apresentam sugestdes da presenga desse derivado da quercetina
(Figura 31).



Figura 27 - Cromatograma CLUE-EM de Kalanchoe crenata, Kalanchoe marmorata e Kalanchoe pinnata.
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Figura 28 - Cromatograma CLUE-EM de Kalanchoe crenata.
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Figura 29 - Cromatograma CLUE-EM de Kalanchoe marmorata.
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Figura 30 - Cromatograma CLUE-EM de Kalanchoe pinnata.
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Figura 31 — Comparacgéao entre os cromatogramas CLUE-EM evidenciando a sugestédo da presenga do QAR somente em Kalanchoe pinnata.
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5.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANSIOLITICA

Neste trabalho, o efeito ansiolitico dos extratos aquosos de K. crenata, K.
marmorata e K. pinnata foi avaliado por meio do teste claro/escuro em peixes Danio
rerio.

O peixe Danio rerio, comumente denominado peixe-zebra ou peixe
paulistinha, € um teledsteo de agua doce de pequeno porte, com comprimento médio
variando entre 3 e 5 cm. Esta espécie exibe uma tendéncia natural para formar
agregagdes sociais, conhecidas como cardumes, influenciadas por razdes
comportamentais e sociais, como a procura por alimento, protegao contra predadores
e atividades reprodutivas. Sua diversidade comportamental o torna um modelo de
estudo valioso em pesquisas neuroquimicas e comportamentais (Celebi et al., 2023;
Gerlai, 2023).

Os peixes-zebra tém sido extensivamente utilizados como modelos animais em
estudos de diversas patologias, incluindo epilepsia, doenga de Alzheimer, doencga de
Parkinson, depressdo e transtornos de ansiedade. Sua resposta a farmacos
neurotropicos os posiciona como um modelo para pesquisas farmacolégicas (Gerlai,
2023).

A utilizacdo desses peixes destaca-se por ser um intermediario entre
invertebrados e mamiferos, apresentando vantagens como facil manipulagao, baixo
custo de aquisicdo e manutencgao, alta taxa de fecundidade, rapido desenvolvimento
embrionario e transparéncia 6ptica, permitindo a observacao direta de processos
celulares e fisioldgicos in vivo (Gerlai, 2023; Rinendyaputri et al., 2023).

Apesar das diferengas morfolégicas e neurofisiolégicas em comparagdo com
mamiferos, o peixe-zebra compartilha estruturas cerebrais analogas que
desempenham funcdes semelhantes. Seu comportamento e resposta ao isolamento
o posicionam como um modelo relevante para investiga¢cdes sobre ansiedade e
interagdes sociais (Gerlai, 2023).

Um dos modelos de ensaios utilizados para avaliacdo de comportamento tipo
ansioso € o teste claro/escuro. Neste teste avalia-se 0 comportamento tipo ansioso
moderado quando os peixes sdo expostos individualmente a diferentes ambientes, o
lado claro e escuro. Sendo que, o aumento no tempo de permanéncia no lado claro

do aquario € um dos parametros que reflete um comportamento menos ansioso e é
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um indicativo do efeito ansiolitico induzido pelas amostras avaliadas (Gerlai, 2023;
Rinendyaputri et al., 2023).

Assim, foi avaliado o comportamento associado ao efeito ansiolitico e a
atividade locomotora do peixe. Desta forma, foram analisados o tempo de
permanéncia no lado claro do aquario, o tempo de laténcia para explorar o lado escuro
do aquario (medida da espontaneidade para explorar novos ambientes), e o numero
de transi¢cdes entre os compartimentos claro e escuro para cada peixe.

O clonazepam, utilizado como controle positivo, é o agente ansiolitico mais
comumente empregado no tratamento dos transtornos de ansiedade. O esperado
seria um aumento no tempo de permanéncia no lado claro do aquario para o grupo de
animais previamente expostos ao farmaco, quando comparado com o grupo controle.
Porém este ndo foi o resultado obtido (Figura 32) e pode-se justificar isso devido a
perda de animais durante a experimentagao, reduzindo o n amostral.

Inicialmente, foram analisadas diferentes concentracbes das amostras das
trés espécies de Kalanchoe com a finalidade de descartar algum efeito letal ou
sedativo. Com isto, utilizou-se duas concentragdes para cada extrato: 1g/L e 0,1g/L.

Os ensaios realizados com as concentracbes selecionadas nao
apresentaram diferengas estatisticas entre os grupos, ndo sendo possivel a
confirmag&o de uma auséncia de efeito ansiolitico. Conforme mencionado acima, com
0 numero de animais reduzidos obteve-se restricdo na interpretagdo dos dados.
Assim, sugere-se a continuidade desses estudos afim de confirmar ou refutar
primeiras impressdes aqui obtidas.

Apesar das limitagdes, pode-se identificar que o grupo de peixes expostos ao
extrato de K. pinnata na concentragao de 0,1g/L apresentou uma redugéo no tempo
de laténcia, sendo o comportamento semelhante ao verificado pela administragéo do
clonazepam. Porém, nao foram observadas diferencas significativas no numero de
cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro e no tempo de permanéncia no
lado claro apos (Figura 32, b), restringindo a interpretacao e limitando a analise.

Estudos anteriores ja avaliaram o potencial ansiolitico da espécie K. pinnata,
seus efeitos analgésicos, bem como o potencial antidepressivo de K. crenata, sendo
todos esess estudos feitos em modelo animal de roedores.

Ahmed (2012) apresenta que o potencial analgésico de fragbes etandlicas de
folha de K. pinnata foi avaliado para agdes farmacoldgicas periféricas usando torgao
induzida por acido acético e teste de dor persistente induzido por Formalin, nos quais
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a fracdo, nas doses de 400 mg/kg de peso corporal, exibiu uma agédo analgésica
significativa de maneira dose-dependente. Além disso, 0 mesmo estudo apontou que
as propriedades sedativas e ansioliticas das fragdes foram investigadas usando
modelos comportamentais de roedores, como teste em campo aberto e teste de
labirinto em cruz elevada, aos quais a fracdo na dose de 400 mg/kg, foi verificada a
supressao dependente da dose da atividade motora. Considerando o comportamento
exploratorio em testes de campo aberto e no teste de labirinto em cruz elevada, o
extrato aumentou a exploragdo e o tempo gasto pelos camundongos tratados em
bracos abertos de maneira semelhante a do medicamento de referéncia diazepam.

Em relagdo a K. crenata, Kukuia et al. (2015) descrevem que, usando um
extrato da espécie obtido apenas através da turbdlise das folhas frescas, tanto no
teste de nado forcado quanto no teste de suspensdo da cauda, realizado com
camundongos, o extrato induziu um declinio na imobilidade (dose de 100mg/kg)
indicativo de efeito semelhante a antidepressivos. Ademais, o extrato (dose de
30mg/kg) aumentou os escores de natagao e escalada, sugerindo possivel interagcéo
com os sistemas serotoninérgicos e noradrenérgicos.

Acrescentado a isso, ja foram evidenciadas as propriedades calmantes e
antidepressivas de certos flavonoides, tais como a apigenina e a quercetina, que se
conectam seletiva e fortemente aos receptores benzodiazepinicos. Adicionalmente,
multiplos estudos confirmaram o envolvimento desses compostos na regulagdo dos
receptores GABA,, além de exibirem efeitos sedativos e anticonvulsivantes
(Wasowski e Marder, 2012; Wang, et al. 2023) E importante destacar que os polifenéis
podem agir como agentes calmantes devido a certas caracteristicas quimicas, como
a lipofilia, que facilita sua penetragédo na barreira hematoencefalica (Qiu et al., 2018).
Uma vez, neste estudo, confirmado a presenga dessa classe de metabolitos
secundarios nas trés espécies de Kalanchoe, reforca-se a necessidade de
continuidade dos estudos em relagéo a esta potencial atividade biologica.

Tem sido demonstrado por meio de modelos animais de ansiedade, que
diferentes tipos de extratos de espécies de Kalanchoe exibem propriedades
ansioliticas. As diferengas entre os resultados aqui obtidos e os estudos da literatura,
podem ser devidas aos modelos animais empregados, as doses avaliadas, a via de

administragdo da amostra e o numero de animais do estudo.
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Figura 32 — Efeitos dos extratos aquosos de K. crenta, K. marmorata e K. pinnata — 1g/L (A) e 0,1g/L
(B) -no comportamento do peixe-zebra no teste claro/escuro (n=9 animais/grupo), no tempo de
permanéncia no lado claro do aquario, tempo de laténcia para explorar o lado escuro e o numero de
cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro.
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6 CONCLUSOES

Este estudo forneceu um perfil fitoquimico abrangente e insights sobre as
propriedades antioxidantes de Kalanchoe crenata, Kalanchoe marmorata e Kalanchoe
pinnata, melhorando nossa compreensao de seu potencial medicinal. Através de
analises histoquimicas, de CCD-AP e analises quantitativas detalhadas, incluindo
técnicas avangadas de UHPLC-UV e UPLC-MS, foi evidenciada a presenca de perfis
quimicos distintos, demonstrando também a variabilidade significativa nos conteudos
fendlicos e flavonoides entre essas espécies. Esta variabilidade sugere diferengas nas
suas capacidades antioxidantes e potenciais beneficios terapéuticos, sublinhando a
necessidade de mais investigacdo sobre os seus papéis ecologicos especificos e
aplicagdes farmacoldgicas.

A integracdo do estudo de CCD-AP com o meétodo Folin-Ciocalteu para a
quantificacdo de compostos fendlicos, juntamente com analises de UHPLC-UV e
UPLC-MS para perfil detalhado de metabdlitos, estabelece um novo padrdo para
investigacdes fitoquimicas dentro do género Kalanchoe. Isso oportuniza futuras
pesquisas focadas na bioatividade e nos efeitos sinérgicos destes compostos,
principalmente aprofundando investigagbes em relagcdo aos seus potenciais
ansioliticos, uma vez que estes se mostraram promissores neste trabalho.

Os resultados deste estudo contribuem significativamente para o campo da
pesquisa em plantas medicinais, propondo o género Kalanchoe como uma rica fonte
de antioxidantes naturais e destacando o papel critico da diversidade fitoquimica no
desenvolvimento de potenciais aplicagdes para a saude. Este trabalho ndo s6 amplia
0 escopo dos estudos fitoquimicos e farmacolégicos dentro do género, mas também
reforgca a importédncia da integracdo de diversas técnicas analiticas para uma

compreensao mais abrangente dos recursos medicinais vegetais.
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Abstract: Species of the genus Kalanchoe have a long history of therapeutic use in ethnomedicine
linked to their remarkable healing properties. Several species have chemical and anatomical similari-
ties, often leading to confusion when they are used in folk medicine. This review aims to provide an
overview and discussion of the reported traditional uses, botanical aspects, chemical constituents,
and pharmacological potential of the Kalanchoe species. Published scientific materials were collected
from the PubMed and SciFinder databases without restriction regarding the year of publication
through April 2023. Ethnopharmacological knowledge suggests that these species have been used
to treat infections, inflammation, injuries, and other disorders. Typically, all parts of the plant are
used for medicinal purposes either as crude extract or juice. Botanical evaluation can clarify species
differentiation and can enable correct identification and validation of the scientific data. Flavonoids
are the most common classes of secondary metabolites identified from Kalanchoe species and can be
correlated with some biological studies (antioxidant, anti-inflammatory, and antimicrobial potential).
This review summarizes several topics related to the Kalanchoe genus, supporting future studies
regarding other unexplored research areas. The need to conduct further studies to confirm the
popular uses and biological activities of bioactive compounds is also highlighted.

Keywords: traditional use; chemical composition; botanical description; pharmacological activities;
natural products; bioactive compounds; Kalanchoe; Crassulaceae

1. Introduction

The Crassulaceae J. St.-Hil. family is composed of 36 genera [1]. Species of this family
are distributed in Africa and Asia, predominantly in Madagascar and Arabia [2,3] but are
also found in the Americas and in Australia (Figure 1) [4].

The genus Kalanchoe Adans (Heterotypic Synonyms: Baumgartenia Tratt., Bryophyl-
lum Salisb., Crassuvia Comm. ex Lam., Geaya Costantin and Poiss., Kitchingia Baker,
Meristostylus Klotzsch, Physocalycium Vest, and Vereia Andrews) belongs to the Crassu-
laceae family and comprises 179 accepted species [5]. The synonyms (according to Plants
of the World Online, facilitated by the Royal Botanic Gardens) and number of occurrences
worldwide (according to Global Biodiversity Information Facility) of the accepted species
are shown in Table 1.
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To the Editor: Phenol-Croton oil peels are a
well-established method for deep chemical
skin  rejuvenation."  Phenol induces
epidermal and upper dermis coagulative necrosis
(medium-depth peel), and when mixed with Croton
tiglium oil (CO), the necrosis reaches the reticular
dermis. This induces intense neocollagenesis, which
is enhanced by the proinflammatory effects of
phorbol esters (PE) from CO.”’ Phenol may be
underutilized due to awareness of hypopigmenta-
tion and cardiac arrhythmia risks."* Here, we inves-
tigated the potential of inducing deep peeling with
CO mixed with noncardiotoxic chemicals: glycolic
acid (GA) or trichloroacetic acid (TCA).

Formulas containing 1.6% CO in 35% phenol, 35%
GA, or 35% TCA as active ingredients (Delasco) were
mixed with 5% surfactant (Septisol, Steris) and water
(inactive ingredients, negative control). Inmediately
after vigorous agitation of the dispersions, pH was
measured and application was performed on 4
domestic pigs (2 male/2 female) aged 5 months
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weighing 30 to 35 kg, after hair clipping and acetone
degreasing, in 9 areas measuring 4 ¢cm” using a
saturated cotton swab with increasing pressure (30
circular strokes). Three areas were biopsied from
each pig (D1, D7, and D21) for histopathological
evaluation with hematoxylin and eosin staining. The
D21 samples underwent picrosirius red staining to
assess neocollagenesis depth and density.

The TCA formula had the highest acidity (pH
1.97), followed by GA (pH 2.55) and phenol (pH
5.2). Phenol and TCA caused a solid white frosting,
which was not observed for GA. The main histo-
pathologic findings at D1, D7, and D21 are summa-
rized in Table 1. A greater depth and proportion of
type III collagen was induced by phenol compared
with GA and TCA. Additionally, GA promoted a
superior depth of neocollagenesis compared with
TCA (Fig 1).

Although the GA and TCA formulas were more
acidic than the phenol formula, both promoted only
superficial neocollagenesis, which was limited to the

Correspondence and reprint requests to: Carlos Gustavo Wambier,
MD, PhD, Department of Dermatology, Rhode Island Hospital,
593 Eddy St, APC building, 10th Floor, Providence, RI 02903.
E-mail: carlos_wambier@brown.edu; Twitter: @WambierMD.

J Am Acad Dermatol 2022;87:1227-9.

0190-9622/$36.00

© 2022 by the American Academy of Dermatology, Inc.

https://doi.org/10.1016/j.jaad.2022.07.023

101




102

A | Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences

A http://dx.doi.org/10.1590/s2175-97902022¢20851

Mapping community pharmacy services
in Brazil: a scoping review

Aline Ansbach Garabeli', Arcelio Benetoli’, Gerusa Clazer Halila?,
Isadora Machinski?, Fernanda Stumpf Tonin', Fernando Fernandez-Llimos®,
Roberto Pontarolo**

'Pharmaceutical Sciences Postgraduate Programme, Federal University of Parana, Curitiba,
PR, Brazil, *Department of Pharmaceutical Sciences, State University of Ponta Grossa, PR,
Brazil, *Laboratory of Pharmacology, Department of Drug Sciences, University of Porto, Porto,
Portugal, ‘Department of Pharmacy, Federal University of Parana, Curitiba, PR, Brazil

The delivery of clinical pharmacy services has been growing in Brazilian community
pharmacies, and it is necessary to have a comprehensive understanding of the topic. This scoping
review aimed to provide an overview of Brazilian studies about clinical pharmacy services in
community pharmacies. Original research articles, with no restriction of time, study design, or
patient’s health condition, were included. Searches were conducted in PubMed, Scopus, Web of
Science, Scielo, and Lilacs. Two reviewers conducted the screening, full-text reading, and data
extraction independently. ROB and ROBINS-I were used for the assessment of quality. Charts
and tables were built to summarise the data. Seventy-two articles were included. A diversity
of study designs, number of participants, terms used, and outcomes was found. Sdo Paulo and
Sergipe States had the highest number of studies (n=10). Pharmacists’ interventions were not
fully reported in 65% of studies, and most studies presented an unclear risk of bias. Studies were
very diverse, impairing the comparisons between the results and hindering their reproducibility.
This review suggests using guidelines and checklists for better structuration of pharmacists’
interventions as well as reporting results and measuring fidelity in future research.

Keywords: Community pharmacy services. Pharmacists. Pharmacy research. Terminology.
Public Reporting of Healthcare Data.
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Abstract

Oreochromis niloticus (Nile tilapia) skin is a by-product of Brazilian fish farming,
rich in collagen. The present study aims to evaluate the wound healing,
antioxidant, and antimicrobial potential of the raw hydrolyzed extract of Nile
tilapia skin, as well as the identification of the main compounds. The in vitro
activity was performed using antioxidant, antimicrobial and scratch wound
healing assays. An in vivo experiment was performed to evaluate the wound
healing potential. On davs 1. 7. 14 and 21. the lesions were photogranhed to



