UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTCAS
Programa de P6s-Graduacdo em Farmaco e Medicamentos
Area de Insumos Farmacéuticos

Avaliacao da Atividade Antitlcera de

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers (Crassulaceae)

Versao corrigida da Dissertacdo conforme Resolugédo CoPGr 5890.
O original encontra-se disponivel no Servi¢o de Pés-Graduacédo da FCF/USP.

Flavia Carvalho Sobreira

Dissertacao para obtencao do grau de
MESTRE

Orientadora:
Prof. Dra. Elfriede Marianne Bacchi

Sao Paulo
2013



Ficha Catalogrifica
Elaborada pela Divisao de Biblioteca e
Documentagdo do Conjunto das Quimicas da USP

S677a

Sobreira, Flavia Carvalho

Avaliacdo da atividade antiulcera de Kalanchoe pinnata (Lam.)
Pers (Crassulaceae) / Flavia Carvalho Sobreira. -- Sé&o Paulo.
2013.

106p.

Dissertacdo (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sdo Paulo. Departamento de Farmacia.
Orientador : Bacchi. Elfriede Marianne

1. Farmacognosia 2. Flavonoide : Produtos naturais 3. Fitoquimica
I. T. II. Bacchi, Elfriede Marianne, orientador.

615.321 CDD




Flavia Carvalho Sobreira

Avaliacdo da Atividade Antitlcera de
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae)

Comisséo Julgadora
da
Dissertacéo para obtencao do grau de Mestre

Profa. Dra. Elfriede Marianne Bacchi
Orientadora/presidente

1°. examinador

2°. examinador

Sao Paulo, de




Dedico este trabalho aos meus pais,
Manoel Luis e Helenice,

pelo apoio incondicional.



Agradecimentos

A Deus por iluminar o meu caminho e confortar nos momentos dificeis.

A profa. Doutora Elfriede Marianne Bacchi pelo acolhimento em seu laboratdrio e ter
depositado em mim a sua confianca para a realizagdo deste trabalho. Além disso,
pela amizade, pela orientacdo, pelas solu¢cdbes das duvidas e contribuicdo para o

meu desenvolvimento intelectual.

Aos professores Doutores Edna Tomiko Myiake Kato, Dominique Hermine Fischer e

Paulo Chanel Deodato de Freitas pela amizade.

Ao Doutor lio Montanari Junior do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biolégicas e Agricolas (CPQBA) da Unicamp por ceder gentiimente o material

vegetal utilizado neste trabalho.

A professora Doutora Ingrit Elida Collantes Diaz pela atencdo e elucidacdo de
substéancias isoladas neste trabalho.

A professora Doutora Maria Lucia Zaidan Dagli (FMVZ/USP) pelo auxilio na analise

histoldgica.

A professora Doutora Silvia Berlanga de Moraes Barros e aos seus alunos por ceder

equipamento de seu laboratoério para a realizacao de analises de quantificacéo.
Ao meu noivo Cleber pelo carinho, por estar sempre me apoiando em meus ideais,
por me aconselhar em momentos dificeis, compartilhar momentos de alegria e

também pelo auxilio grafico em algumas ilustracdes deste trabalho.

Ao meu querido irméo Guilherme pela for¢ca e pelos momentos de descontracdo em

NOSS0S encontros em AsSSis.

A toda minha familia pelo incentivo.



As minhas queridas amigas-irmas (Gi, Line e Mé) pelo harmonioso convivio durante
estes anos, pelas nossas conversas, alegrias e consolos em momentos

complicados.

Aos amigos e colegas de laboratério Leandro, Alberto, Brunno, Harry Leo, Thiago,
Angela, Peky, Caio, Bruno, Jéssica, Marc, Natélia, Jocimar, pela amizade e
contribuicdo durante o trabalho, principalmente, ao amigo Leandro pela ajuda nas

analises fitoquimicas.

A minha amiga Cintia pela companhia, desabafos, risadas em inimeros almogos no

bandeijao.

Ao técnico Roberto de Jesus Hondrio pela amizade e prontiddo durante os

experimentos.

A técnica Marguite (FMVZ/USP) pela preparacéo das laminas histologicas.

Aos funcionérios do Biotério do conjunto das Quimicas pela disposi¢do e atencao no

ensinamento de como manipular 0os animais.

Aos funcionarios da secretaria de poés-graduacdo David e Bete pelos

esclarecimentos de duvidas.

A funcionéria Leila Aparecida Bonadio da biblioteca do Conjunto das Quimicas pela

revisdo das referéncias bibliogréficas.
A Capes pelo apoio financeiro.
Enfim, a todos que contribuiram diretamente e indiretamente para a concretizagéo

deste trabalho.
Muito Obrigada!



“Desconfie do destino e acredite em vocé.
Gaste mais tempo realizando que sonhando,
fazendo que planejando,

vivendo que esperando porque,

gquem guase morre esteja vivo,

quem quase vive ja morreu.”

Luis Fernando Verissimo



Resumo

SOBREIRA, F.C. Avaliacdo da Atividade Antitulcera de Kalanchoe pinnata
(Lam.) Pers. (Crassulaceae). 2013. 106 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&ao Paulo, Sao Paulo, 2013.

Plantas medicinais sao utilizadas tradicionalmente pela populacéo para a prevengao
e tratamento da Ulcera gastrica. A Ulcera gastrica € uma patologia heterogénea de
etiologia multifatorial. E uma doenca que acomete pessoas em todo mundo tendo
como consequéncia a elaboracdo de farmacos com a finalidade de amenizar os
sintomas e possibilitar a cura. Entretanto, o tratamento prolongado com 0s recursos
terapéuticos disponiveis pode ocasionar varios efeitos colaterais. Extrato de folhas
de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae) é utilizado pela populacéo para o
tratamento de problemas gastricos. Esta espécie esta incluida na Relacdo Nacional
de Plantas com Interesse ao SUS (RENISUS). Com a finalidade de investigar a
atividade antitllcera foram ensaiados dois modelos de lesGes gastricas em animais.
No modelo de inducdo por etanol acidificado, o extrato bruto de K. pinnata
apresentou diminuicdo das lesdes gastricas em 74% na dose de 200 mg/kg
(p<0.05) e de 98% (p<0.01) na dose de 400 mg/kg. A fragcdo acetato de etila, quando
experimentada nas doses de 100 mg/kg, 200 mg/kg e 400 mg/kg, exibiu significante
reducdo nas lesfes gastricas (p<0.001), em 77%, 95% e 96%, respectivamente. O
ensaio com a fracdo aquosa também mostrou gastroprotecdo visualizada pela
diminuicdo das Ulceras gastricas em 69% e 91% nas doses de 200 mg/kg (p<0.05) e
400 mg/kg (p<0.01), respectivamente. Em modelo de inducado por acido acético ndo
houve diferenca estatistica na reducdo da leséo gastrica nas doses (100 mg/kg, 200
mg/kg e 400 mg/kg) analisadas de extrato bruto de K. pinnata, apds 7 dias de
tratamento. No entanto, foi observado uma tendéncia na reducdo da lesao gastrica
nas doses de 200 mg/kg e 400 mg/kg. Células polimorfonucleares, células
mononucleares, fibroblastos e matriz extracelular foram quantificadas pela técnica
de estimativa de volume celular, para verificacdo do processo de cicatrizacdo. Foi
constatado que nas doses de 200 mg/kg e 400 mg/kg ocorreu uma reducao da
fracdo de volume ocupada por leucécitos polimorfonucleares, favorecendo a
promocdo do reparo da mucosa gastrica. Paralelamente aos estudos
farmacoldgicos, foi efetuada a padronizacdo do extrato e fracbes, a obtencdo do
perfil cromatografico por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do extrato bruto
e fracbes (cloroférmica, acetato de etila e aquosa) e também por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) das fracOes acetato de etila e aquosa. O
cromatograma resultante da fracdo acetato de etila evidenciou dois picos de maior
intensidade e o perfil cromatografico da fragdo aguosa apresentou um composto
majoritario. Os compostos majoritarios foram isolados e caracterizados como
pertencentes a classe dos flavonoides. Quercitrina foi isolada da fracdo acetato de
etila e quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a- L-ramnopiranosideo foi isolada
em ambas as fragcbes. Os resultados da quantificacdo de flavonoides, da
quantificacdo de substancias fendlicas e da atividade antioxidante estdo em
consonancia com os resultados biolégicos apresentados, sugerindo uma possivel
relacéo dos flavonoides presentes no extrato com a atividade gastroprotetora e com
a facilitacédo da cicatrizacdo de Ulceras gastricas.

Palavras-chave: Kalanchoe pinnata. Ulcera gastrica. Perfil cromatogréafico.
Quercitrina. Quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a- L-ramnopiranosideo.



Abstract

SOBREIRA, F.C. Antiulcer Activity from Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.
(Crassulaceae). 2013. 106 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

Traditionally medicinal plants have been used to prevent and to treat gastric ulcer.
Gastric ulcer is a heterogeneous disease of mutifactorial etiology. This illness affects
a considerable number of people in the world. The clinical importance about this
pathology resulted in the development of pharmaceutical products. However, these
pharmaceutical products are not completely effective and produce many adverse
effects. Extract of leaves of Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae) is often
used for treating gastric ulcer by the population. K. pinnata is included in RENISUS.
So, two distinct ulcer models in rats were performed. For this were realized two
distinct ulcer models in rats. In acidified ethanol model, the crude extract from leaves
of K. pinnata showed a protection of about 74% (p<0.05) at the dose of 200 mg/kg
and 98% (p<0.01) at the dose of 400 mg/kg. Significant inhibition (p<0.001) of
gastric ulcer by 77%, 95% and 96% was observed in pretreatment with ethyl acetate
fraction at all the doses (100 mg/kg, 200 mg/kg and 400 mg/kg), respectively. The
aqueous fraction reduced gastric lesions about 69% (p<0.05) and 91% (p<0.01) at
the doses of 200 mg/kg and 400 mg/kg (p<0.01), respectively. In acid acetic model a
statistic difference in reduction of gastric ulcer for all doses of the crude extract, after
7 days of treatment, wasn’t observed. Nevertheless, the tendency about healing ulcer
was verified for doses of 200 mg/kg and 400 mg/kg. Polymorphonuclear cells,
mononuclear cells, fibroblasts and extracellular matrix were quantified by the
technique of volume estimation to detect healing effects on gastric ulcer. These
doses of 200 mg/kg and 400 mg/kg reduced the volume fraction occupied by
polymorphonuclear cells. This fact contributes to healing of gastric ulcer. In parallel
with the pharmacological studies, the standardization of the extract and fractions was
made. The chemical analysis was performed through TLC (thin layer
chromatography) and HPLC (high-performance liquid chromatography). The HPLC
assay showed the presence of two major components in ethyl acetate fraction and
one major presence of a component in aqueous fraction. These compounds were
isolated and identified as flavonoids. Quercitrin was isolated from ethyl acetate
fraction and quercetin 3-O-a-L-arabinopyranosyl (1—2) a-L-rhamnopyranoside was
identified in the both fractions. The results of flavonoid quantification, phenolic
guantification and antioxidant activity are probably correlated with the pharmacologic
activity presented. These results suggest that the flavonoids present in the extract
can promote gastroprotection and facilitate the healing of gastric ulcer.

Keywords: Kalanchoe pinnata. Gastric ulcer. Chromatographic profile. Quercitrin.
Quercetin 3-O-a-L-arabinopyranosyl (1—2) a-L-rhamnopyranoside.
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1. Introducgéo e Justificativa

O uso das plantas medicinais, com fins de tratamento e cura de doencas e
sintomas, faz parte da histéria do homem, que data em 6000 mil anos atras
(GOSSELL-WILLIAMS; SIMON; WEST, 2006; MUTHU et al., 2006). No Brasil, o
surgimento de uma medicina popular com uso das plantas deve-se aos indios, com
contribuicdes dos negros e europeus (REZENDE; COCCO, 2002).

Atualmente, as plantas medicinais sdo amplamente utilizadas em diversos
paises. Segundo o trabalho realizado por Robinson e Zhang, (2011), cerca de 70% a
95% da populagdo que vive em paises em desenvolvimento especialmente na Asia,
Africa, America Latina e Oriente Médio utiliza a medicina tradicional (na maioria
preparacdes a base de plantas medicinais) para a manutencao da saude e também
para algum aspecto de cuidados basicos primarios. Em alguns paises
industrializados, por exemplo, Canada, Franca, Alemanha e Italia o uso de tal préatica
€ igualmente significante, pois entre 70% a 90% da populacdo a utiliza com o titulo

de “complementar”, “alternativo” ou “ndo-convencional’.

A Ulcera péptica € uma patologia que denota um problema médico-social, que
possui uma importancia econdmica global devido a sua alta incidéncia, ampla
distribuicdo geogréfica e alta morbidade (BUCCIARELLI et al, 2010;
MALFERTHEINER; CHAN; McCOLL, et al.; 2009). A sua prevencao e cura Sdo um
dos mais importantes desafios da medicina, pois € uma doenca de ocorréncia
mundial (CALAM; BARON, 2001; SUNG; KUIPERS; EL-SERAG, 2009). E estimado
gue na populacdo americana de 6% a 14% dos homens e 2% a 6% das mulheres
possuem Ulcera péptica (KUMAR et al., 2008). De acordo com Lin et al. (2011), no
periodo de 1980-2009 a taxa de incidéncia, na populacdo mundial, de Ulceras
pépticas sem complicacdes é de aproximadamente 1 caso para 1000 pessoas-ano.
Ja para Ulceras que apresentam complicacbes, tais como sangramento e
perfuracdes € de 0.7 caso em relagdo a 1000 pessoas-ano.

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae) é uma espécie muito utilizada
na medicina tradicional no Brasil e em outras partes do mundo, especialmente india,
Africa e China (KAMBOJ; SALUJA, 2009). No Brasil esta incluida na Relagéo
Nacional de Plantas com Interesse ao SUS (BRASIL, 2010). Sendo assim, este
estudo visou contribuir para o encontro de uma nova terapéutica mais efetiva e

segura para o tratamento de Ulceras gastricas, através da investigacdo da espécie
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vegetal K. pinnata. Para isso, foram avaliadas a atividade antitlcera aguda e
subaguda bem como o isolamento e identificagdo de compostos sugerindo uma

possivel relacdo destes com a referida atividade farmacologica.
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2. Revisédo Bibliogréfica

2.1 Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae)

A espécie Kalanchoe pinnata pertence a familia Crassulaceae. O género
Kalanchoe compreende aproximadamente 125 espécies muitas delas nativas da
Africa (COSTA, et al., 2008). Kalanchoe pinnata (Lamarck) Persoon, também
denominada Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken, Bryophyllum calycinum Salisb,
Cotyledon pinnata (Lam.) ou Verea pinnata (Lam.) Spreng (TROPICOS) é
popularmente utilizada para o tratamento de doencas inflamatorias, Ulceras
gastricas, queimaduras, diarreia, vomito, picadas de insetos, dores no corpo e como
agente antifungico e antibacteriano (ALMEIDA et al.,, 2000; KAMBOJ; SALUJA,
2009; OKWU; JOSIAH, 2006). O suco de folhas frescas é usado como terapia
efetiva para o tratamento de ictericia na regido de Bundelkhand, na india. Nas

Guianas, as folhas de K. pinnata sao utilizadas pela tribo Patamona como anti-

inflamatérias e antissépticas para o tratamento de tosses e feridas (EL
ABDELLAOQOUI et al., 2010).

SOBREIRA, 2012 http://www.tropicos.org/ http://www.tropicos.org/

Figura 1. Folhas (1,2) e flores (3) de Kalanchoe pinnata.

E denominada pela populacdo de folha-da-fortuna, coirama, courama,
courama-vermelha ou saido roxo. E uma planta herbacea ou sublenhosa, pouco
ramificada, que atinge de 1 a 1,5 metro de altura, especialmente durante a floragéo.
Desenvolve-se em lugares quentes e umidos. Suas folhas sdo opostas, suculentas,
ovaladas e de margem crenada com 10 a 20 cm de comprimento. As folhas
inferiores sédo geralmente simples, enquanto as superiores sdo constituidas por 3 a 7

foliolos, longo-pecioladas. Suas flores medem 5 cm de comprimento, sdo violaceas,


http://www.tropicos.org/
http://www.tropicos.org/

pendentes e em cachos. Os frutos s&o membranaceos e as sementes elipsoides
(KAMBOJ; SALUJA, 2009; LORENZI; MATQOS, 2008).

2.1.1 Composicao quimica

Nas andlises fitoquimicas realizadas foram identificadas diversas classes de

substancias listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Classes de compostos descritas para Kalanchoe pinnata.
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Classe quimica

Autores

Acidos Orgéanicos

Alcaloides

Acidos graxos
Bufadienolideos

Esterdides

Flavonoides

Gomas, Carboidratos e
Mucilagens

Saponinas

Taninos

Terpenos

PURCHER, 1942; MARRIAGE; WILSON,
1971

OKWU; JOSIAH, 2006; BISWAS et al,
2011

ALMEIDA et al., 2000

KAMBOJ; SALUJA, 2009; SUPRATMAN et
al., 2001; YAMAGISHI et al., 1989
KAMBOJ; SALUJA, 2010; BISWAS et al.,
2011; AFZAL et al., 2012

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

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

OKWU; JOSIAH, 2006; BISWAS et al,
2011

CHATURVEDI; JOSHI;
OKWU; JOSIAH, 2006;
SIDDIQUI et al., 1989; KAMBOJ; SALUJA,
2010

DUBEY, 2012;




2.1.1.2 Flavonoides

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

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

Apesar de os flavonoides serem largamente utilizados e vérios estudos
sugerirem promissoras atividades farmacologicas, os mecanismos de absorcdo
digestiva e de biodisponibilidade ndo estdo completamente explicados (ERLUND et
al., 2000; PROENCA DA CUNHA, 2005). Sabe-se que os flavonoides s&o
absorvidos por via oral e transportados pela albumina plasméatica. Sofrem
metabolismo de primeira passagem, reduzindo assim a sua biodisponibilidade.
Enzimas bacterianas podem também quebrar as moléculas dos flavonoides
influenciando sua absor¢cdo (GONZALEZ et al., 2011; PROENCA-CUNHA, 2005).

Tabela 2. Flavonoides isolados de Kalanchoe pinnata

Flavonoides isolados Referéncias

Quercetina 3-O-ramnopiranosil-(1—6) EL ABDELLAQUI et al., 2010
glicopiranosideo (Rutina)
Quercetina 3-O-diarabinosideo GAIND e GUPTA, 1971
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Flavonoides isolados
Quercetina3-O-a-L-ramnopiranosideo
(Quercitrina)

Quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil
(1—2) a-L-ramnopiranosideo
Kaempferol 3-O-glicosideo
Kaempferol 3-O-a- L-arabinopiranosil
(1—2) a-L-ramnopiranosideo
Kaempferol-3-0-a-ramnopiranosideo
(afzelina)
Kaempferol3-O-a-L-(2-acetil)
ramnopiranosideo-7-O-a-L-
ramnopiranosideo

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

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

Kaempferol 3-O-a-D- glicopiranosideo-
7-O-a-L-ramnopiranosideo
Kaempferitrina
4’,5-di-hidroxi-3’,8-dimetoxiflavona 7-
O-B-D-glicopiranosideo

a-ramnoisorobina

Referéncias
MUZITANO et al. 2006b

ICHIKAWA, 1986

GAIND e GUPTA, 1971
MUZITANO et al., 2006c

MUZITANO et al., 2006a

TATSIMO et al.,2012

TATSIMO et al.,2012

TATSIMO et al.,2012

TATSIMO et al.,2012

TATSIMO et al., 2012
MUZITANO et al., 2006c

TATSIMO et al., 2012
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2.1.2 Principais investigagfes farmacologicas e in vitro

Nesta se¢do serdo reportadas as principais atividades farmacoldgicas e in

vitro encontradas na literatura.



Atividade Antitlcera

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

Atividade Anti-inflamatéria

Vérios trabalhos foram publicados demonstrando a atividade anti-inflamatoria
de K. pinnata (OJEWOLE, 2005; SOUSA et al., 2005; AFZAL et al., 2012).

Em 2005, Ojewole verificou que extrato aquoso das folhas de K. pinnata, nas
doses de 50-800 mg/kg administrados por via intraperitoneal, produziram um
significativo efeito antinociceptivo contra agente indutor térmico (chapa quente) e
quimico (acido acético). No mesmo trabalho também foi observado que na dose de
400 mg/kg de extrato aquoso, via oral, houve reducéo da atividade anti-inflamatéria
aguda verificada pela diminuicdo do edema em pata traseira de ratos. O edema foi
induzido por injecéo subplantar de albumina. No mesmo ano, também foi publicado
um trabalho realizado por Sousa et al. (2005), no qual foi constatada a atividade anti-
inflamatoria do extrato aquoso de folhas de K. pinnata no edema de pata de rato
induzido por carragenina e dextrana. A dose oral de 500mg/kg do extrato inibiu de
maneira significativa o edema de pata induzido por dextrana (p<0.05) nos tempos de

60 e 90 minutos. Em contrapartida, somente a dose oral de 1 g/kg de extrato inibiu o
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edema de pata induzido por carragenina. Os resultados indicaram efeito
antiedematogénico da amostra sugerindo maior especificidade de acao do extrato
sobre 0 edema induzido por dextrana.

Em um trabalho recente AFZAL et al. (2012) verificaram que 0 extrato aquoso
das folhas de K. pinnata, na dose de 400 mg/kg, via oral, e 0 composto estigmast-4,
20 (21), 23-trien-3-ona, isolado do extrato aquoso, na dose de 300 mg/kg v.o,
reduziram inflamacao induzida por carragenina em ratos Wistar. A porcentagem de
inibicdo da atividade inflamatoria foi de 87,29% para o extrato aquoso e 84,45% para
0 composto isolado. Além disso, foi observado que este composto esteroidal, na
dose de 300 mg/kg administrado por via intraperitoneal, possui significante atividade
analgésica quando comparado com a farmaco padrdao (diclofenaco) e o extrato
aguoso. Dessa maneira, 0s autores sugerem que ambas as atividades verificadas
para 0 extrato aquoso estdo relacionadas principalmente com a presenca deste
composto esteroidal.

Atividade Antioxidante

Alguns estudos foram realizados com a finalidade de avaliar a atividade
antioxidante de K. pinnata utilizando o método in vitro estabelecido pela medida de
capacidade sequestrante de radicais livres através do DPPH (2,2’-difenil-1-picril-
hidrazila) (GUPTA et al., 2009; MAJAZ et al.; 2011;TATSIMO et al.2012).

Dois trabalhos publicados avaliaram a atividade antioxidante de diversos
extratos de K. pinnata. Em ambos os estudos o extrato metandlico obteve a melhor
capacidade sequestrante de radicais livres. No trabalho realizado por Gupta et al.
(2009), o extrato metandlico das folhas de K. pinnata apresentou atividade
sequestrante de radicais livres em 63.97% quando comparada com o padrédo BHT.
Ja no estudo conduzido por Majaz et al. (2012), o extrato metandlico das raizes
produziu uma atividade de 73.37%, quando comparada com o &cido ascorbico.

Em um estudo recente, TATSIMO et al. (2012) avaliaram a atividade
antioxidante do extrato metandlico, fracdo acetato de etila e fracdo hexanica da
planta inteira K. pinnata. Esta atividade também foi verificada em 6 compostos
isolados da fragdo acetato de etila. Acido ascérbico foi utilizado como substancia
referéncia. De acordo com o estudo o extrato metandlico apresentou melhor

atividade (CEsp= 52.48 pg/mL) em comparagao com fragado acetato de etila (CEso=
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78.11 pug/mL) e fragdo hexanica (CE5,=90.04 pug/mL). Em relagdo aos compostos
isolados, todos identificados como pertencentes ao grupo dos flavonoides,
apresentaram atividade. O composto identificado como a-ramnoisorobina
(CE50=0.71 ug/mL) obteve resultado mais satisfatério que o acido ascorbico (CEsp=
0.96 ug/mL). Os autores sugerem que sao os flavonoides responsaveis pela
atividade antioxidante do extrato metandlico e que o fracionamento deste nédo

aumentou tal atividade nas fracoes.

Atividade Cicatrizante

A atividade cicatrizante do extrato etandlico de folhas de K. pinnata foi
avaliada em modelo animal através de incisdo no dorso. Animais tratados durante 11
dias com o extrato, na dose de 100 mg/kg via tdpica, apresentaram inibicdo da lesao
em 86.33%, comparando ao grupo controle negativo, 6leo de petréleo (69.36%) e
com o grupo tratado com a substancia-padrao, muciprocina (85.49%). Analises
histol6gicas exibiram uma significante cicatrizacdo. Segundo os pesquisadores, a
atividade cicatrizante exercida pelo extrato pode ser devido a atividade antioxidante
dos compostos fendlicos. Os autores ressaltam também que mais investigacdes
devem ser realizadas em relacdo aos bufadienolideos, uma classe de metabdlitos
encontrada em espécie de K. pinnata, para a verificacdo de uma possivel relacao
com a atividade biolégica observada (NAYAK; MARSALL,; ISITOR, 2010).

Atividade Antimicrobiana e Citotdxica

O desenvolvimento de resisténcia a maioria de agentes microbianos e o alto
custo do tratamento consequente desta resisténcia trouxe a necessidade da
pesquisa de novos compostos ativos, seguros, eficazes e eficientes no controle de
infecgbes (OKWU; NNAMDI, 2009).

Varios estudos utilizando folhas de K. pinnata foram realizados para a
verificacdo da atividade antimicrobiana (AKINPELU, 2000; BISWAS et al., 2011; EL
ABDELLAOQOUI et al., 2010).

Em um trabalho recente realizado por El Abdellaoui et al. (2010) foi observada
uma significante inibicdo do crescimento dos micro-organismos (Escherichia coli,

Aspergillus niger, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida
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albicans), com a dose de 500 ug/mL do extrato metandlico das folhas de K. pinnata.
Akinpelu (2000) também observou tal atividade, no entanto, ndo verificou a inibicdo
para as bactérias K. pneumoniae e P. aeruginosa, assim como, para o fungo
Candida albicans. Biswas et al. (2011) verificaram atividade antimicrobiana do
extrato etandlico de folhas K. pinnata. A maior zona de inibicAo que o extrato
promoveu foi contra E. coli e este resultado justifica o uso desta espécie na
medicina tradicional contra diarreia, disenteria e outros distarbios gastrointestinais.

As fracdes de K. pinnata foram avaliadas quanto a sua agdo em bactérias
responsaveis por ocasionar infeccdes no trato respiratorio. A fracdo n-hexanica
mostrou uma atividade significante contra Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae e Salmonella typhi. A fragdo acetato de etila apresentou atividade
moderada contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella typhi (MUDI;
IBRAHIM, 2008). Em outro trabalho, Tatsimi et al. (2012) verificaram que a fragéao
acetato de etila é mais ativa contra micro-organismos (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Candida albicans, Candida
parapsilosis, Cryptococcus neoformans) quando comparada com extrato metandlico
e com a fracdo hexanica. J& que os principais ativos supostamente estdo em maior
concentragdo na fracdo acetato de etila, os autores isolaram e identificaram sete
compostos flavonoidicos desta fragdo. Os compostos isolados foram testados e o
flavonoide a-ramnoisorobina apresentou atividade antimicrobiana mais eficiente e
semelhante aos antibidticos ciprofloxacino e nistatina.

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

Quanto a citotoxicidade, foram realizados alguns estudos (BISWAS et al.,
2011; EI ABDELLAOUI et al., 2010; GREER et al., 2010). El Abdellaoui et al. (2010)
verificaram que uma das fragdes do extrato metandlico, além de ser eficaz contra os
micro-organismos também apresentou baixa atividade citotdéxica. Greer et al. (2010)
observaram que o extrato acetbnico de raizes de K. pinnata apresentou citotoxidade
pouco expressiva em células Vero C1008, além de também apresentar atividade

antiviral, contra o virus da herpes HSV1 e HSV2.
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Outras Atividades

Varios estudos farmacologicos e in vitro foram realizados utilizando a espécie
vegetal K. pinnata. Assim diversas atividades foram descritas, tais como:
antialérgica, antidiabética (OJEWOLE, 2005), nefroprotetora (HARLALKA; PATIL;
PATIL, 2007), anti-hipertensiva (OJEWOLE, 2002), hepatoprotetora (YADAV; DIXIT,
2003), leishmanicida, tocolitica, antitumoral e imunossupressora.

Cruz et al. (2008) relataram efeito protetor em 100% de camundongos no
experimento contra o choque anafilatico, com a administracdo do extrato aquoso de
folnas de K. pinnata. Verificaram também que a quercitrina, isolada do extrato
aguoso, apresentou resultados positivos, protegendo 75% dos animais contra essa
reacao alérgica fatal. Os autores sugerem gue a quercitrina, mesmo nao oferecendo
protecdo maxima, € um componente fundamental contra a reacdo alérgica
exacerbada. Em 2012, o mesmo grupo de pesquisadores verificou que o extrato
aguoso de K. pinnata e a quercetina inibiram de maneira efetiva a degranulacao de
mastdcitos e producgdo de citocinas, in vitro. Em consonancia com este resultado, a
administracdo de extrato aquoso de K. pinnata e de quercetina em camundongos
revelaram uma reducdo da hiper-responsividade e inflamacdo das vias aéreas,
quadro clinico caracteristico da asma. Estes resultados ndo foram observados para
a quercitrina, substancia também avaliada neste estudo (CRUZ et al.,2012).

Vérios trabalhos foram realizados para a demonstracdo de atividade
leishmanicida (Da Silva et al., 1995, Muzitano et al,. 2006b;c; 2008). Da Silva et al.
(1995) avaliaram o efeito do extrato aquoso de folhas de K. pinnata em
camundongos infectados com Leishmania amazonensis. No tratamento por via oral
com o extrato, houve a diminuicdo do crescimento das lesbes acompanhada pela
diminuicdo dos numeros de parasitas viaveis.

Em estudo posterior realizado por Muzitano et al. (2006b) foi isolado do
extrato aquoso das folhas de K. pinnata um flavonoide glicosilado identificado como
quercitrina e verificada, in vitro, sua atividade leishmanicida. Observou-se que a
quercitrina em uma concentracdo de 100 pg/mL, inibiu 93.9% do crescimento de
Leishmania amazonensis nas formas amastigotas e também apresentou baixa
citotoxicidade. Esse foi o primeiro estudo relatando a atividade antileishmania de um
flavonoide glicosilado. No mesmo ano, Muzitano et al. (2006c) isolaram e

identificaram mais trés constituintes: kaempferol 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-
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ramnopiranosideo, quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo
e 4’,5-di-hidroxi-3’,8-dimetoxiflavona 7-O-B-D-glicopiranosideo do extrato aquoso das
folhas de K. pinnata, sendo que a importancia farmacoldgica dos flavonoides para a
referida atividade foi constatada em trabalho anterior (MUZITANO et al., 2006b).
Estes flavonoides foram testados separadamente, in vitro, contra a forma amastigota
de Leishmania amazonensis. Quercitirina novamente foi testada neste trabalho. O
flavonoide citado apresentou melhor atividade (ICsp = 8ug/mL), seguido do composto
quercetina 3-O- a -L-arabinopiranosil (1—2) a -L-ramnopiranosideo (ICso= 45
pMg/mL). Kaempferol 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo e 4’,5-di-
hidroxi-3’,8-dimetoxiflavona 7-O-B-D-glicopiranosideo ndo mostraram atividade
satisfatoria. Os autores sugerem que a aglicona, quercetina, possui importancia para
a atividade leishmanicida.

Com o objetivo de confirmar atividade in vitro anteriormente descrita,
Muzitano et al. (2008) testaram os flavonoides (quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil
(1—2) a-L-ramnopiranosideo e quercitrina) isolados do extrato aquoso de folhas de
K. pinnata em testes in vivo (modelo de leishmaniose cutanea). Verificaram
diminuicdo da lesdo em animais infectados por Leishmania amazonensis. Gomes et
al., (2010) também investigaram, in vivo, a eficacia do extrato aquoso de K. pinnata
em camundongos infectados com Leishmania chagasi. Ao final do tratamento, os
autores verificaram uma significativa reducdo de carga parasitaria nos animais
infectados.

Em uma pesquisa realizada em 2003, foi relatado o tratamento oral, durante
14 dias, com o extrato aquoso de K. pinnata na dose de 215 mg/kg em um homem
com 36 anos de idade com leishmaniose cutédnea. Durante o tratamento houve
regressao da leséo. Nao foram observados reagcdes adversas e sinais de toxicidade
(TORRES-SANTOS et al.,, 2003). Os autores constataram que K. pinnata contém
substancias ativas e seguras para o0 tratamento oral em humanos contra
leishmaniose cutanea.

Plangger et al. (2006) verificaram que a administracdo intravenosa do extrato
aguoso de K. pinnata acarretou o prolongamento da gravidez, com reducdo de
contracdes uterinas durante o trabalho de parto precoce, observado em 67 mulheres
gravidas com 25 a 35 semanas de gestacdo. Os autores relataram também que o
tratamento com K. pinnata resultou em maior tolerabilidade em relacéo aos efeitos

adversos em comparagdo com beta-agonistas, atualmente utilizados na clinica para
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o retardo do parto. De acordo com os autores, mais estudos precisam ser realizados
para elucidar a acdo destes compostos nas células uterinas. Em um estudo recente,
Simdes-Wdst et al. (2010) investigaram a influéncia do suco de folhas frescas de K.
pinnata em células de miométrio humano em resposta a estimulacdo de ocitocina,
um hormoénio envolvido na estimulagdo de contracdes uterinas. De acordo com a
pesquisa realizada, o suco de K. pinnata em uma concentracdo de 2% impediu a
inducdo de ocitocina em 80%. Essas evidéncias podem colaborar para o seu uso
como agente tocolitico.

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

Rossi-Bergmann et al. (1994) relataram que o extrato aquoso das folhas de K.
pinnata ocasionou uma significante inibicdo de células mediadoras e da resposta
imune humoral em ratos, evidenciando assim, atividade imunossupressora. Almeida
et al. (2000) observaram que uma subfragdo mais apolar da fracdo aquosa do
extrato etandlico de folhas de K. pinnata foi capaz de inibir a proliferacdo de
linfécitos humanos e de murinos in vitro. Essa atividade foi atribuida aos acidos
graxos presentes na subfracao.

O extrato aguoso de folhas de K. pinnata possui acdo depressora sobre o
sistema nervoso central (SALAHDEEN et al., 2006). Joseph et al. (2011), em seu
trabalho de revisdo, relataram que a administracdo do extrato de folhas de
Kalanchoe sp provocou agéo sedativa e depressora do sistema nervoso central em

estudos com animais.

Ensaios Toxicol6gicos

A toxicidade do extrato aquoso das folhas de K. pinnata foi avaliada durante o
tratamento, via oral por 30 dias, em camundongos infectados com L. amazonensis
tratados com 16 mg do extrato. Analises mostraram que niveis de AST (aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), uréia, fosfatase alcalina

permaneceram nos niveis aceitaveis durante o tratamento crénico, evidenciando a
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auséncia de toxicidade crbnica para o figado, coracéo e rins (TORRES-SANTOS et
al., 2003).

Sousa et al. (2005), com o objetivo de determinar a toxicidade aguda através
da DLsp do extrato aquoso de folhas de K. pinnata, administraram doses de 0.1 a 8
g/kg, por via oral, de extrato em camundongos. Ndo houve o6bito em nenhum dos

animais estudados, ndo sendo possivel determinar a DLsy.

2.2 Estbmago

O estdbmago possui trés funcdes gerais: armazenamento, digestao e protecao
(SILVERTHORN, 2010). No estbmago sao identificadas quatro regides: céardia,
fundo, corpo e piloro ou antro. As regides do fundo e corpo possuem estrutura
microscopica idéntica e, portanto, apenas trés regifes sdo histologicamente
consideradas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Figura 2. Divisdes anatdmicas do estdmago. Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008.

O estdbmago secreta cerca de 2.5 litros de suco gastrico por dia (RANG et al.,
2007). Também secreta grande quantidade de muco e bicarbonato, importante na
protecdo da mucosa gastrica (KOEPPEN; STANTON, 2009).

A mucosa gastrica possui dois tipos importantes de glandulas tubulares: as
glandulas oxinticas e as glandulas piléricas, além das células secretoras de muco
gue revestem toda a superficie do estbmago. As glandulas oxinticas sdo compostas
por células parietais (que secretam o acido cloridrico), células do tipo
enterocromafins (que secretam a histamina), células pépticas ou principais (que

secretam pepsinogénio), células D (que secretam somatostatina), células mucosas
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(que secretam o muco). Ja, as glandulas pil6ricas possuem células G (responséaveis
por liberar o hormdnio gastrina), células D e células mucosas (que secretam muco
para protecdo da mucosa pilorica). As glandulas oxinticas localizam-se nas
superficies internas do corpo e do fundo do estbmago. As glandulas piloricas
localizam-se na porgéo antral do estomago (GUYTON, 1997; SCHUBERT; PEURA,
2008).

GLANDULA OXINTICA GLANDULA PILORICA

clele

Célula Mucosa

Célula do tipo
Enterocromafins

CélulasD
(Somatostatina)

Células Pépticas
ou Principais
(pepsinogénio)

Figura 3. Glandulas gastricas. Adaptado: SCHUBERT; PEURA, 2008.
2.2.1 Regulacao da secrecdo géstrica

A acetilcolina (neurotransmissor parassimpatico vagal), a gastrina (horménio
sintetizado e secretado pela célula G do antro gastrico) e a histamina (autacoide
sintetizado a partir da histidina, pelas células enterocromafins) estimulam
diretamente a secrecdo do acido gastrico. A acetilcolina estimula a secrecdo de
pepsinogénio pelas células pépticas, de acido cloridrico pelas células parietais e de
muco pelas células mucosas. Ja, a gastrina e a histamina estimulam
acentuadamente a secrecdo de acido pelas células parietais (GUYTON, 1997,
AIRES, 2008).

A inervacdo parassimpatica pelo nervo vago € o indutor mais forte da
secrecio gastrica de H*. A acetilcolina liberada pelos neurdnios pés-ganglionares do

nervo vago estimula a secrecao acida por acao direta na célula parietal pela ativacao
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dos receptores muscarinicos do tipo M3. Além disso, este neurotransmissor estimula
a secrecao de histamina pelas células enterocromafins e as células G a liberarem
gastrina. Este horménio ativa receptores de colecistocinina tipo 2 (CCKy), localizados
na célula parietal, estimulando-as a secretarem H*, desencadeando na formacao de
acido (KOEPPEN; STANTON, 2009; LEVY; KOEPPEN, STANTON, 2006).

A gastrina também promove a liberagdo de histamina pela estimulacdo das
células enterocromafins, com consequente liberacdo de acido. A histamina difunde-
se para seus alvos, as células parietais, ocasionando a secrec¢ao acida pela ativacéo
dos receptores histaminérgicos (H.) presentes nessas células (KOEPPEN;
STANTON, 2009; SILVERTHORN, 2010).

A inibicdo da secrecdo gastrica é controlada, principalmente, pela
somatostatina (presente nas células D da glandula oxintica e pilérica) que age
diretamente nas células parietais e indiretamente por inibir a secre¢do de histamina
e gastrina. Os fatores de crescimento epidérmico (EGF) e as prostaglandinas,
principalmente a E; e I, que estimulam os receptores EP3; e IP também estdo

envolvidos na regulacédo da secrecao acida (RANG et al., 2007; AIRES, 2008).

2.2.2 Ulceras pépticas

A Ulcera péptica representa uma das mais importantes doencas do sistema
digestorio (BUCCIARELLI et al.,, 2010). Sdo lesdes que podem se localizar na
mucosa gastrica ou duodenal. Apresenta-se como descontinuidade da mucosa do
trato alimentar que se estende atraves da muscular da mucosa em direcdo a
submucosa ou mais profundamente. Sao lesdes cronicas, geralmente, solitarias com
menos de 4 cm de diametro (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

A Ulcera gastrica ocorre mais comumente em pacientes com mais de 40 anos
de idade. Ja a idade predominante na qual a ulcera duodenal ocorre é entre 20 e 50
anos. A incidéncia da doenca gastroduodenal € de aproximadamente 1 a 2 por 1.000
habitantes por ano. Dois ter¢cos dos pacientes com Ulceras sdo homens e esta
patologia é mais comum em fumantes. O risco de recorréncia da Ulcera péptica é
alto (KUIPERS; BLASER, 2009). Segundo a Federacdo Brasileira de
Gastroenterologia (2012) ndo ha uma estatistica precisa em relacdo ao namero de

potenciais portadores de Ulcera péptica no Brasil.
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Histologicamente a Ulcera consiste em duas grandes estruturas: a margem da
Ulcera formada pela mucosa adjacente ndo necrosada (o componente epitelial) e o
tecido de granulacdo na base da Ulcera (componente de tecido conectivo), que
consiste de fibroblastos, macrofagos e a ocorréncia de proliferacdo de células
endoteliais formando microvasos (TARNAWSKI, 2005, 2010).

Figura 4: Fotomicrografia de Ulcera gastrica, apresentando suas duas grandes estruturas. A
representa a regido da margem da Ulcera; B representa a regido da base da Ulcera.
Coloracdo: hematoxilina-eosina. Aumento de 3.2 x. SOBREIRA, 2012.

A patogénese das Ulceras pépticas vem sendo estudada por muitos anos. A
sua fisiopatologia resulta do desequilibrio de fatores protetores (prostaglandinas,
muco, bicarbonato, fluxo sanguineo adequado, NO, dentre outros) e lesivos
(pepsina, acido cloridrico e radicais livres) resultando, assim, em inflamacao aguda
na mucosa gastroduodenal (KAWANO; TSUJI, 2000; KUMAR et al.; 2008;
MALFERTHEINER; CHAN; McCOLL et al., 2009).

A infeccao pela bactéria Helicobacter pylori € um fator que pode desencadear
0 aparecimento dessas lesdes. Estudos epidemiolégicos revelaram a forte
associacdo entre a infeccdo por Helicobacter pylori com Udlceras gastricas e
duodenais. Mais de 50% da populagdo mundial tem infecgdo cronica por H. pylori
na mucosa gastrica e de 5-10% dos infectados desenvolvem Ulceras
(MALFERTHEINER; CHAN; McCOLL, 2009).

O uso regular de AINE (anti-inflamatérios ndo esteroidais), estresse, o
consumo excessivo de alcool, fumo e uso de corticosteréides em altas doses podem

desencadear e agravar estas lesdes (KUMAR et al.; 2008).
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2.2.3 O processo de cicatrizagao

O processo de cicatrizacdo inicia ap0s um trauma ou uma patologia. Durante
este processo ha substituicio de um tecido lesado por tecido conjuntivo
vascularizado. Tal evento é divido em trés fases, que séo: a fase inflamatoria, a fase
proliferativa e a fase de maturagdo ou de remodelamento. Estas fases se
sobrepdem, mas ndo se excluem e tem a finalidade de restabelecer o tecido apos
injaria (HATANAKA, CURI, 2007; PORTH, MATFIN, 2010; KUMAR et al., 2008).

A fase inflamatéria ocorre na maioria das formas de lesdo a que os
organismos Vvivos estdo sujeitos. Esta fase inicia no momento da injaria e tem a
funcdo de preparar o ambiente da ferida para a cura. Tem duracéo de 48 a 72 horas
e € evidenciada pelos seus sinais classicos como dor, rubor, calor e edema. Suas
caracteristicas principais sédo alterac6es vasculares (vasodilatacdo e permeabilidade
aumentada) e a migracdo de leucdcitos, neutréfilos, mondcitos/macréfagos,
predominantemente neutréfilos (PORTH; MATFIN, 2010).

Os neutréfilos sdo as células mais abundantes do sangue e alcancam a area
inflamada em poucos minutos. Estas células produzem uma grande variedade de
proteinases e espécies reativas de oxigénio com a finalidade de formar uma barreira
contra a invasdo de microrganismos na area lesada e realizar fagocitose dos
produtos resultantes da lise tecidual. Além disso, estdo relacionados com a
formacéo de tecidos devido a producéo de fatores de crescimento e citocinas, como
por exemplo a IL-1 . Os macrofagos sé@o células teciduais derivados de mondcitos.
Sao as células dominantes na inflamacgé&o cronica. Auxiliam na fagocitose de material
estranho e removem neutrdéfilos senis. Quando ativados produzem citocinas (TNF-a
e IL-1) e fatores de crescimento cruciais na maturacdo da reacao inflamatoria e no
inicio do processo de cura (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; HATANAKA, CURI,
2007; PORTH; MATFIN, 2010; KUMAR et al., 2008).

A fase proliferativa também denominada fase fibroblastica e de deposicéo da
matriz extracelular comeca dentro de 2 a 3 dias de injuria e pode durar cerca de 3
semanas. Muitos fatores de crescimento estdo envolvidos neste processo, incluindo
o TGF-B, PDGF, VEGF e o FGF intensificando a migracéo e ativacao de fibroblastos
para a producdo de coldgeno no local. Além disso, ha indugdo de angiogénese e a

proliferacdo e migracdo de células endoteliais. Assim, a matriz celular comecga a ser
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substituida por um tecido conjuntivo mais forte e elastico (PORTH; MATFIN, 2010;
KUMAR et al., 2008) .

Por ultimo, ocorre a fase de remodelamento do tecido que pode se prolongar
por 6 meses ou mais, dependendo da extensdo da lesdo. O processo de
remodelacdo envolve etapas sucessivas de producédo, digestdo e orientacdo das
fibras de colageno. Nesta fase, os linfocitos constituem o subsistema leucocitério
mais abundante em feridas humanas (HATANAKA, CURI, 2007; PORTH; MATFIN,
2010; KUMAR et al., 2008).

2.2.4 Terapéutica da ulcera péptica

O tratamento farmacologico para Ulceras gastricas esta relacionado com a
utilizacdo de medicamentos que diminuem a secrecdo acida e/ou a neutralizacdo do
acido e/ou a potencializacdo dos mecanismos de protecdo da mucosa
(citoprotetores) (RANG et al., 2007).

Os inibidores da bomba de protons séo utilizados mais comumente, seguidos
dos antagonistas dos receptores H, (GOODMAN; GILMAN, 2007).

Os inibidores da bomba de prétons sdo os supressores mais potentes da
secrecdo de acido gastrico, ja que inibem irreversivelmente a H'/K* ATPase. S&o
pré-farmacos que exigem ativacdo em meio acido. Consistem em bases fracas
lipofilicas e se acumulam no ambiente acido dos canaliculos da célula parietal
estimulada, onde sdo ativados. A classe de inibidores da bomba de prétons é
representada por omeprazol, esomeprazol, lansoprazol, pantoprazol e rapeprazol
(RANG et al., 2007; JAIN et al., 2007). Os antagonistas dos receptores de Ho,
ranitidina, cimetidina, famotidina e nizatidina, inibem a secrecdo acida, por competir
com a histamina pelos receptores H; nas células parietais. Sao rapidamente
absorvidos pelo intestino (KATZUNG, 2006; RANG et al., 2007).

Os sais de magnésio e de aluminio pertencem a classe dos antiacidos.
Neutralizam o acido gastrico e sdo considerados adjuvantes no tratamento das
Ulceras. Os citoprotetores protegem a mucosa gastrica ou proporcionam uma
barreira fisica sobre a superficie da Ulcera. Sao eles: quelato de bismuto, sulcrafato,
carbenoxolona e misoprostol (RANG et al., 2007).

Quando a ulcera gastrica é decorrente da infeccao pela bactéria H. pylori

necessario associar os antimicrobianos ao tratamento com antagonistas dos
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receptores de H, ou inibidores da bomba de prétons. Geralmente utilizam-se
associacfes de trés farmacos, omeprazol/ amoxicilina/ metronidazol, omeprazol/
claritromicina/ amoxicilina ou tetraciclina, ranitidina/ metronidazol/ tetraciclina,
tetraciclina/ metronidazol/ compostos de bismuto (MOSSER; CACA, 2005).

O tratamento prolongado com farmacos antagonistas dos receptores de H, e
inibidores da bomba de prétons ocasiona alguns efeitos indesejaveis como: diarreia,
colite, tontura, ginecomastia, além de induzir hiperplasia nas células gastricas, que
pode conduzir a reincidéncia da ulcera e inducdo de cancer gastrico (RANG et al.,
2007; BABU et al., 2010; KESZTHELYI et al., 2010). Dessa maneira, uma alternativa
para o tratamento com farmacos sintéticos seria a utilizacdo de derivados de drogas
vegetais. Diversas substancias de origem vegetal, entre elas flavonoides tém
apresentado atividade antitlcera satisfatoria (BORRELI; 1ZZO, 2000; SANNOMIYA
et al., 2005; ZAYACHKIVSKA et al.,2005).
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3. Objetivos

O presente estudo tem como objetivos o estudo farmacolégico e fitoquimico

das folhas de Kalanchoe pinnata, visando a atividade antitlcera.

S&o objetivos especificos:

Avaliar a atividade antitlcera aguda do extrato bruto e das fracdes;
Avaliar a atividade antitlcera subaguda do extrato bruto;
Avaliar a atividade antioxidante utilizando o método de DPPH;

Determinar o perfil cromatografico em Cromatografia em Camada

Delgada (CCD) do extrato bruto e de suas fracoes;

Determinar o perfil cromatografico em Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE) da fracdo acetato de etila e fracdo aquosa,;

Isolar e identificar compostos majoritarios presentes na fracdo acetato

de etila e fracdo aquosa;

Quantificar flavonoides;

Quantificar substancias fendlicas.
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4. Material e Métodos

4.1 Coleta do material vegetal

O material vegetal, folhas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae)
foi fornecido pelo Dr.llio Montanari Junior do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CQBA-UNICAMP). A coleta foi realizada em abril
de 2010, fevereiro de 2011 e junho de 2011. Exsicata de K. pinnata foi depositada
no herbario CPMA (Colecdo de Plantas Medicinais e Arométicas), localizado no
CPQBA-UNICAMP, sob numero 337. A espécie foi identificada pela botanica Kétia
Calago.

4.2 Elaboragé&o do extrato bruto e fracionamento

As folhas de K. pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae) foram rasuradas e secas
em estufa de circulacdo de ar, a uma temperatura de 40°C até completa secagem.

O extrato bruto foi elaborado por maceracdo. No processo por maceragao as
folhas rasuradas ficaram em contato com o solvente hidroetandlico 70% por 7 dias.
O procedimento foi realizado de acordo com a Farmacopéia Brasileira (1959). O
extrato hidroetandlico 70% foi concentrado a pressao reduzida em evaporador
rotativo a temperatura de 40°C, resultando no extrato bruto. A agua remanescente
do extrato bruto foi retirada pelo processo de liofilizacao.

O extrato bruto liofilizado de K. pinnata foi fracionado por particdo liquido-
liquido com cloroférmio, acetato de etila e agua na proporcdo de 10g de extrato para
100 mL de solvente. Foram realizadas trés extragbes com cada solvente.
Primeiramente, a amostra foi dissolvida em agua destilada. Efetuada esta etapa, foi
adicionado o solvente cloroformio. Essa mistura foi transferida para um funil de
separacdo e submetida a agitagdo. A fracdo cloroférmica foi recolhida, filtrada com
sulfato de sédio anidro e concentrada em evaporador rotativo a pressao reduzida a
temperatura de 40°C. Da mesma maneira ocorreu a extracdo com o solvente acetato

de etila. A fragédo aquosa foi liofilizada (Figura 5).
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Figura 5. Preparagéo do extrato bruto e fracionamento.

4.3 Ensaios bioldgicos

4.3.1 Animais

Os animais, ratos Wistar fémeas (150 a 180g), utilizados nos ensaios foram
provenientes do biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de S&o Paulo (FCF-USP). Foram mantidos em gaiolas apropriadas, com ciclo de
claro-escuro regulado para 12/12 horas, com umidade de, aproximadamente, 85%.
O projeto foi aprovado pela CEUA (Comissédo de Etica no Uso de Animais) da FCF-
USP, (CEUA/FCF/ 284).

4.3.2 Atividade antitlcera aguda — Modelo de inducéao por etanol e acido

cloridrico

Para a avaliacdo da atividade antitlcera gastrica e da relacdo dose-efeito do
extrato bruto e das fragOes de K. pinnata foi empregado o modelo de indugao aguda
por etanol acidificado (MIZUI; DOTEUCHI, 1983).

Ratos Wistar fémeas foram mantidos em jejum de 12 horas antes de cada
experimento, com livre acesso a agua. Nos testes iniciais foram administradas aos
animais, por via oral, as doses de 100, 200 e 400 mg/kg de extrato bruto de K.

pinnata. Posterior a este teste inicial foram administradas as frac6es acetato de etila
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e aquosa, nas mesmas doses citadas acima. A fracao cloroférmica nao foi testada,
pois foi produzida com intuito de eliminar compostos pouco polares, como clorofila,
das amostras. Para os animais do grupo controle negativo foi administrada, por via
oral, agua destilada (1mL/100g de animal) e para os animais do grupo controle
positivo, lansoprazol comprimidos-EMS®, na dose de 30 mg/kg (TOMA et al., 2002).

Transcorridos trinta minutos da administracdo do extrato bruto ou das fragbes
de K. pinnata e dos controles positivo e negativo, foi administrado, por via oral,
1mL/100g de solucao 0,3M de acido cloridrico em etanol a 60% a todos os animais.
ApO6s uma hora da administrac@o do indutor, 0os animais foram mortos em camara de
CO,. Os estbmagos foram retirados, abertos pela curvatura maior, lavados com
agua corrente, prensados entre placas de vidro. A area das ulceracfes foi medida
através do programa Image Pro-Plus®. A Figura 6 esquematiza o experimento de
atividade antitlcera aguda.

Os resultados foram expressos em porcentagem de area relativa de lesdo
ulcerativa analisada através das medidas de area total da lesdo ulcerativa, em mm?,

calculada pela somatéria das areas de leséo individual e area total do estdmago.

Administragdo da amostra teste nas Administragio do agente ulcerante @
doses 100, 200 e 400 mglkg, controle

positivo e controle negativo

[ Morte dos animais J
L

[ Analise da area lesada (Programa Image Pro-Plus®) J

Figura 6. Esquema do ensaio de atividade antitlcera aguda do extrato bruto e de fracdes de
Kalanchoe pinnata.
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4.3.3 Atividade antitlcera subaguda- Modelo de inducéo por acido acético

A avaliacdo da atividade antitlcera subaguda foi realizada conforme a técnica
escrita por Okabe e Amagase (2005). Foram utilizados ratos Wistar fémeas. Antes
da incisdo cirurgica, os animais foram mantidos em jejum de 12 horas com livre
acesso a agua.

Primeiramente, os animais foram anestesiados com ketamina (90 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg). Logo depois, foi realizada uma aplicagdo de 0,05 mL de &cido
acético a 30% na regido abaixo da serosa do estbmago. Apos isso, 0 abdémen do
animal foi suturado e o corte tratado com alcool iodado. A partir do segundo dia apés
a cirurgia, o extrato bruto foi administrado, por via oral, diariamente nas doses 100,
200 e 400 mg/kg em suspensédo aquosa, por 7 dias. Para os animais do grupo
controle negativo foi administrada, por via oral, 4gua destilada (1mL/100g de
animal). O farmaco de referéncia utilizado foi a cimetidina Tagamet® (100 mg/kg),
administrado ao grupo controle positivo.

No final do tratamento os animais foram mortos em camara de CO,. As
ulceracdes foram avaliadas pelo programa Image Pro-Plus®. Os resultados foram

expressos em porcentagem de area relativa de lesao.

100, 200 e 400 mg/kg, controle positivo e
controle negatwo por 7 dias

{Admlmstragao de extrato bruto nas doses ]

Anestesia com ketamina (90 mglkg) e

ini 3 aci ati 0
xilazina (10 mgkg) ] [ Administragéo de acido acético 30% ] [ Morte dos animais

o v com uenlrgios ey
Doursos o 5o

[ Analise da area lesada (Programa Image Pro-Plus®) J

Figura 7. Esquema do ensaio de atividade antillcera subaguda do extrato bruto de
Kalanchoe pinnata.



4.3.4 Analise histolégica

Esta etapa do trabalho foi realizada no laboratorio de Oncologia Experimental
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo,
sob orientag&o da Profa. Dra. Maria Lucia Zaidan Dagli.

Os estdmagos foram fixados em formol a 10% e apOs o processo de
desidratacdo e diafanizacdo, o material foi incluido em parafina formando blocos
para a realizacdo de cortes. As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina
(HE) para a realizagdo de analise histolégica.

Na andlise histomorfométrica, com o auxilio de um reticulo contendo 35
pontos, foi realizada a quantificacdo de células polimorfonucleares, células
mononucleares, fibroblastos e matriz extracelular pela técnica de estimativa de
volume celular, adaptada de Weibel (1979).

Para realizar tal quantificacdo foram examinados 5 campos aleatorios de cada
lamina, na qual a contagem foi realizada em cada cruzamento das linhas do grid.
Esta analise foi realizada em aparelho Nikon Eclipse E 800 e a captacdo da imagem
foi realizada pela cAmera Media Cibernetics, modelo Cool Snap-Procf. Os resultados
foram expressos em fracdo de volume celular (%), como descrito por Dagli et
al.,1998.

4.4 Quantificacao de flavonoides

Para a quantificacéo foi empregado o método colorimétrico utilizando o cloreto
de aluminio (AICls) como agente complexante. Isso porque, o ion Al** se complexa
com 0s oxigénios vicinais presentes nos flavonoides, ocorrendo um deslocamento
dos seus méximos de absorcdo para regibes de maior comprimento de onda,
possibilitando a determinacdo da quantidade de flavonoides (MARCUCCI; WOISKY;
SALATINO, 1998). Abaixo estd a figura representativa dos sitios quelantes

presentes nos flavonoides.
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Figura 8: Reacdo de complexacdo de flavonoide com cloreto de aluminio (MABRY;
MARKHAM, THOMAS, 1970).

A metodologia utilizada foi adaptada da Farmacopeia Francesa (POZZI,
2007). A gquantificacdo foi realizada em placas de 96 pocos e as absorbéancias
determinada, ap6s 30 minutos da adicdo do agente complexante (solucédo de AICl; a
2% em etanol 60%), em espectrofotbmetro Synergy HT Multi-Mode Microplate
Reader Biotek® em um comprimento de onda de 430 nm. As amostras foram
analisadas em triplicata.

Para a execucao da técnica utilizou-se quercetina (Sigma Aldrich) em etanol
60% como padrdo externo. A construcdo da curva de calibracdo foi preparada a
partir da solucdo de quercetina nas seguintes concentracfes: 200 pg/mL, 150
pg/mL, 125 pg/mL, 100 pg/mL, 75 pyg/mL e 50 pg/mL. A concentragdo de
flavonoides foi calculada de acordo com a equacdo da reta, obtida da curva de
calibracao.

A quantificacdo de flavonoides foi realizada para o extrato bruto, fracéo
acetato de etila e fracdo aquosa de K. pinnata. Para isso preparou-se solucées em
etanol 60 % com concentracdo de 2.5 mg/mL para o extrato bruto, 1 mg/mL para a
fracdo acetato de etila e 5 mg/mL para a fracdo aquosa. Os valores foram expressos

como média seguida do seu respectivo erro padréo.

4.5 Quantificacdo de substéncias fendlicas

O método utilizado foi de Folin-Ciocalteau. A quantificacdo foi realizada em
placas de 96 pocos e as absorbancias determinadas, apos 2 horas de reagédo no
escuro, em espectrofotdmetro Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader Biotek® em
um comprimento de onda de 760 nm. As amostras foram analisadas em triplicata.
Acido galico em etanol a 10% foi utilizado como padrédo externo.

Para a realizacdo da técnica foi empregado 50 uL de Folin-Ciocalteau (Sigma
Aldrich), 20 yuL de amostra ou padrdo, 30 pL de agua destilada e 100 pL de

carbonato de sédio a 700mM. As amostras quantificadas foram: extrato bruto, fracao
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acetato de etila e fracdo aquosa de K. pinnata. Desta maneira, foram preparadas
solugdes em etanol a 10% a uma concentracéo de 500 pg/mL para o extrato bruto e
fracdo aquosa e uma concentracdo de 100 ug/mL para a fracdo acetato de etila. Os
valores foram expressos como média seguida do seu respectivo erro padrao.

@) reagente de Folin-Ciocalteau consiste do acido
fosfotungstico/fosfomolibdénico e quando reage com compostos fendlicos ha
transferéncia de elétrons formando um complexo de coloracdo azul e que pode ser
espectrofotometricamente determinados. A reacdo ocorre em meio alcalino
(AINSWORTH; GILLEPSIE, 2007).

4.6 Determinacao da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante do extrato bruto, fracdo acetato de etila e fracao
aguosa de K. pinnata foi determinada pelo método de sequestro do radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,1995).

O DPPH (Figura 9) € um radical livre estavel, o qual apresenta um maximo de
absorcdo em 517 nm. Este radical é reduzido na presenca de compostos que
possuem um potencial antioxidante provocando um decaimento da absorbancia. O
decaimento da absorbéncia é devido a perda da coloracdo violdcea que o DPPH
radical possui (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET. 1995; MOLYNEUX, 2004).

{@g—g@ — Q‘_©

DDPH radical DPPH reduzido

Figura 9: Reacdo de reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (MOLYNEUX,
2004).

Neste experimento foi utilizado como substancia referéncia o acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox®). Foram adicionados, em microplacas
de 96 pocos, 50 yL das amostras a serem testadas (extrato bruto, fracdo acetato de
etila e fracdo aquosa de K. pinnata) e do Trolox®, diluidos em metanol 80%. Nas
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amostras e na substancia padrao foram acrescentados 150 yL da solucédo de DPPH
radical (175 uyM). O DPPH radical foi primeiramente solubilizado em metanol e apés
a sua completa solubilizacdo foi adicionada agua destilada para realizar a proporcéo
metanol 80%. A amostra controle foi preparada por 50 pL de metanol 80% e 150 pL
de DPPH radical e para a amostra utilizada como branco foi adicionado 200 yL de
metanol 80%. ApoOs duas horas de reacdo na auséncia de luz, a absorbéancia foi
determinada em um comprimento de onde de 517 nm em espectrofotbmetro
Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader Biotek®. As amostras foram processadas
em triplicatas.

O célculo de reducédo percentual do DPPH radical foi efetuado da seguinte
maneira:

%reducado DPPH- = [(Abs. — Abs,) / Abs¢] x 100

Onde:

AbScontrole= Absorbancia controle;

AbSamostra= Absorbancia amostra e ou Trolox®.

O célculo da concentracdo efetiva (ECsp) (concentracdo da amostra e do
Trolox® necesséaria para reduzir a concentracdo de DPPH radical em 50%) foi
realizado a partir da concentracédo das amostras e do Trolox® e do percentual de

capacidade antioxidante.

4.7 Determinacdo do perfil cromatogréafico do extrato bruto e fracdes de
K. pinnata

4.7.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato bruto de K. pinnata e suas fragdes (cloroférmio, acetato de etila,
aguosa) foram submetidos a cromatografia em camada delgada (CCD) com a
finalidade de indicar substancias de interesse (provavelmente flavonoides) através
de comparagdo com padrfes. O sistema cromatografico utilizado nesta pesquisa foi
descrito por Wagner e Bladt (1996), direcionado para flavonoides. A fase
estacionaria empregada foi silica gel 60 GF,s4 Merck sobre placa de vidro com
espessura 0,2 mm. A fase moével foi composta por acetato de etila, acido acético
glacial, acido formico e agua destilada (100:11:11:26). O revelador foi formulado por
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difenilboriloxietilamina a 1% em metanol (NP). Os padrdes utilizados foram rutina e
quercetina solubilizados em etanol. Por dltimo, a visualizacdo das cromatoplacas foi
realizada sob luz UV 366 nm.

Como foram feitas trés coletas em datas diferentes de K. pinnata, houve a
preocupacao de realizar a cromatografia em camada delgada a fim de comparar o
perfil cromatografico dos extratos e fragcdes coletados em épocas distintas e verificar

se ocorreria reprodutibilidade, para assim, realizar a padronizacdo das amostras.
4.7.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Objetivando isolar substancias que possam estar relacionadas com a
atividade antillcera, a fragdo acetato de etila e a fracdo aquosa de K. pinnata foram
analisadas por CLAE analitico. Para tal andlise foi utilizado o equipamento
Shimadzu® com bombas LC-20?, loop de 20 pL, detector PDA (Photodiode Array),
fluxo de 1 mL/min e coluna Shimadzu® C18 Shim-pack VP-ODS de 250 mm x 4.6
mm, tamanho de particula de 5 pum.

Para andlise inicial de ambas as fragdes foi realizada uma corrida gradiente
de 60 min, utilizando a fase movel (A: agua Mili-Q com &cido trifluoracético 0.1%, B:
acetonitrila-ACN), com as seguintes concentragdes: 0-5 min em 5% em B e de 5-65
min 5 a 100% em B. Verificou-se que 0s picos majoritarios das amostras estavam
sendo eluidos em uma concentracdo de 25% em B. Com o intuito de buscar uma
melhor separacdo desses picos, e como o CLAE semi-preparativo possui apenas
uma bomba foi desenvolvida uma corrida isocratica a 25% em B.

Para separacdo dos picos majoritarios de ambas as amostras foi utilizado o
sistema CLAE semi-preparativo composto por equipamento Shimadzu®, com bomba
LC-6AD, loop de 1000 pL, detector UV-Vis SPD-20A, fluxo de 10 mL/min e coluna
Shimadzu® C18 Shim-pack PREP-ODS de 250 mm x 20 mm, tamanho de particula
de 5 pum.

4.7.3 Identificacdo de compostos

Para a identificacdo, as substancias isoladas na separacédo por CLAE semi-

preparativo foram solubilizadas em CD3;OD e submetidas a analises de Ressonancia
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Magnética Nuclear por *H, **C em equipamento Digital NMR — Avance DPX 300
(Bruker®).

4.8 Forma de analise dos resultados

Os resultados dos ensaios farmacoldgicos foram submetidos a tratamento
estatistico, através da andlise de variancia One-way (ANOVA) seguida do teste de
Dunnett, sendo o resultado considerado significativo para p < 0.05. O programa

estatistico utilizado foi o GraphPad Prism 5.
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5. Resultados

5.1 Preparo do extrato bruto e das fracdes

5.1.1 Kalanchoe pinnata

O extrato bruto foi preparado por trés vezes, conforme as coletas foram
realizadas. O processo extrativo utilizado foi a maceracdo. Os dados estdo na

tabela abaixo.

Tabela 3. Rendimento do extrato bruto de folhas de Kalanchoe pinnata em diferentes
épocas de coleta.

Periodo de coleta Drogavegetal (g) Extrato bruto (g) Rendimento (%)

Abril (2010) 481.3 53.2 11.05
Fevereiro (2011) 380.1 34.4 9.04
Junho (2011) 248.9 20.4 8.18

O fracionamento foi executado em duas etapas. Na primeira etapa foram
utilizados 20g de extrato bruto provenientes da coleta realizada em abril de 2010. Ja
na segunda etapa foram utilizados 60g de extrato bruto, sendo que 35g do material
foi proveniente da coleta realizada em abril de 2010 e 25g do material proveniente
da coleta realizada em fevereiro de 2011.

Tabela 4. Rendimento das diferentes fracdes preparadas a partir de 20g de extrato bruto de
Kalanchoe pinnata.

Fracao Massa da fracao (g) Rendimento (%)
Cloroférmica 1.1 5.5
Acetato de etila 0.74 3.7
Aquosa 13.6 68

Total 154 77.2
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Tabela 5. Rendimento das diferentes fracdes preparadas a partir de 60g de extrato bruto de
Kalanchoe pinnata.

Fracao Massa da fracao (g) Rendimento (%)
Cloroférmica 3.4 5.6
Acetato de etila 2.4 4.0
Aquosa 41.6 69.3
Total 47.4 78.9

5.2 Atividade antitllcera

Todos os ensaios foram realizados em datas diferentes, porém, na mesma
sala de procedimentos do Biotério da FCF-USP.

Os resultados dos ensaios de atividade antitlcera aguda com o extrato bruto
e as fracdes acetato de etila e aquosa de K. pinnata estdo apresentados nas Figuras
10,11, 12 e 13. Ja o ensaio de atividade antitlcera subaguda esta demonstrado na
Figura 14. Os resultados estdo expressos em média de area relativa de lesédo (%)

com seus respectivos erro padrao.
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5.2.1 Atividade antitlcera aguda do extrato bruto de K. pinnata

Area Relativa de Les&o Ulcerativa (Média+EP)
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Figura 10. Atividade antitlcera aguda do extrato bruto de Kalanchoe pinnata em diferentes
doses em modelo de inducéo por etanol acidificado; n=7 para cada grupo;*p<0.05,** p<0.01
em relacdo ao controle negativo (agua). Dose de lansoprazol (controle positivo): 30mg/kg.
Os estbmagos ilustram cada grupo analisado.
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5.2.2 Atividade antitlcera aguda comparativa do extrato bruto, fracéo
acetato de etila e fragcdo aquosa de K. pinnata

Area de Les&o Ulcerativa (Média + EP)
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Figura 11. Atividade antitlcera aguda comparativa do extrato bruto, fracdo acetato de etila e
fracdo aquosa de Kalanchoe pinnata na dosagem de 200 mg/kg em modelo de inducéo por
etanol acidificado; n=7 para cada grupo; ** p<0.01 em relagdo ao controle negativo (agua).
Dose de lansoprazol (controle positivo): 30mg/kg. Os estébmagos ilustram cada grupo
analisado.



5.2.3 Atividade antitlcera aguda da fracéo acetato de etila de K. pinnata

Area Relativa de Les&o Ulcerativa (Média + EP)
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Figura 12. Atividade antitlcera aguda da fracao acetato de etila de Kalanchoe pinnata em
diferentes doses em modelo de inducéo por etanol acidificado; n=7 para cada grupo; ***
p<0.001 em relagcdo ao controle negativo (dgua). Dose de lansoprazol (controle positivo):
30mg/kg. Os estdbmagos ilustram cada grupo analisado.
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5.2.4 Atividade antitlcera aguda da fracdo aquosa de K. pinnata

Area Relativa de Les&o Ulcerativa (Média + EP)
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Figura 13. Atividade antitlcera aguda da fracdo aquosa de Kalanchoe pinnata em diferentes
doses em modelo de indugdo por etanol acidificado; n=7 para cada grupo; * p<0.05; **
p<0.01 em relacdo ao controle negativo (agua). Dose de lansoprazol (controle positivo):
30mg/kg. Os estdmagos ilustram cada grupo analisado.
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5.2.5 Atividade antitlcera subaguda do extrato bruto de K. pinnata

Area Relativa de Les&o Ulcerativa (Média + EP)
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Figura 14. Atividade antitlcera subaguda do extrato bruto de Kalanchoe pinnata em
diferentes doses em modelo de inducao por acido acético 30%; n=6 para o grupo agua; n=6
para o grupo cimetidina; n=4 para o grupo 100 mg/kg; n=5 para o grupo 200 mg/kg e n=4
para o grupo 400 mg/kg. Dose de cimetidina (controle positivo): 100 mg/kg.

5.2.6 Analise histolégica

Os resultados das analises de quantificacdo histomorfométrica seguem
abaixo. As estruturas quantificadas foram: células polimorfonucleares, células
mononucleares, fibroblastos e matriz extracelular (MEC). Os resultados estao
expressos como fragdo de volume celular (%). Neste experimento ndo foram
analisados todos os cortes de estbmago para cada grupo, pois alguns se mostraram
inadequados para analise. Assim, foram avaliados cinco laminas de estémago no
grupo agua, quatro laminas de estdbmago no grupo cimetidina e trés laminas nos
grupos 100 mg/kg, 200 mg/kg e 400 mg/kg. As Figuras 15, 16, 17, 18 e 19 ilustram o

método de contagem por pontos coincidentes, adaptada de Weibel, 1979.
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Figura 15. Fotomicrografia de um dos campos de uma lamina do grupo 100 mg/kg, corada
pela técnica de hematoxilina-eosina. As setas indicam: =P fibroblastos, célula
polimorfonuclear e =pMEC. Aumento de 40x.

Figura 16. Fotomicrografia de um dos campos de uma lamina do grupo 200 mg/kg, corada
pela técnica de hematoxilina-eosina. As setas indicam:=» MEC, =»célula mononuclear.
Aumento de 40x.
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Figura 17. Fotomicrografia de um dos campos de uma lamina do grupo 400 mg/kg, corada
pela técnica de hematoxilina-eosina. As setas indicam: =9 célula mononuclear e = MEC.
Aumento de 40x.
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Figura 18. Fotomicrografia de um dos campos de uma lamina do grupo cimetidina (100
mg/kg), corada pela técnica de hematoxilina-eosina. As setas indicam: =» MEC e  célula
polimorfonuclear. Aumento de 40x.

Figura 19. Fotomicrografia de um dos campos de uma lamina do grupo agua, corada pela
técnica de hematoxilina-eosina. As setas indicam: =»MEC e célula polimorfonuclear.
Aumento de 40x.
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Figura 20. Fracdo de volume (%) ocupada por células polimorfonucleares, células
mononucleares, fibroblastos e matriz extracelular na regido da serosa de estdbmago de ratos
Wistar, submetidos a inducdo de Ulcera subaguda por &cido acético apds 7 dias com
diferentes tratamentos (agua n= 5, 100 mg/kg n= 3, 200 mg/kg n=3, 400 mg/kg n=3 e
cimetidina n= 4).

5.3 Quantificacao de flavonoides

A quantificacdo de flavonoides foi realizada para o extrato bruto, fragédo
aquosa e acetato de etila de K. pinnata. Quercetina foi utilizada como padréo
externo para a construgcdo da curva de calibracdo. Foi escolhida por ser uma
aglicona presente na maioria dos flavonoides identificados para espécie. Abaixo

segue os resultados (Figura 21 e Tabela 6).
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Curva de Calibragao (Média + Erro Padrao)
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Figura 21. Curva de calibragéo utilizada para a quantificacdo de flavonoides totais contidos
no extrato bruto, fragéo acetato de etila e fracdo aquosa de Kalanchoe pinnata.

Tabela 6. Quantificagdo de flavonoides totais de Kalanchoe pinnata utilizando AICI; como
agente complexante. Os resultados de flavonoides totais e porcentagem estdo expressos
como média seguida do seu erro padrao.

Amostras Quantidade total Flavonoides Porcentagem (%)
)] totais (9)

Extrato bruto 108.00 4.67+0.51 3.69+0.40

Fracdo acetato de 3.14 0.51 +£0.02 16.42 £0.54

etila

Fracao aquosa 55.20 1.39+0.10 2.52 +0.18

5.4 Quantificacdo de substancias fendlicas

A quantificacdo de substancias fendlicas foi realizada para o extrato bruto,
fracdo acetato de etila e fragdo aquosa de K. pinnata. O &cido galico foi escolhido
como padrdo externo para a construcdo da curva de calibracéo (Figura 22 e Tabela
7).
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Curva de Calibracao (Média + Erro Padrio)
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Figura 22. Curva de calibragdo do &cido galico utilizado para a determinacdo da
concentracdo de substancias fendlicas no extrato bruto, fragdo acetato de etila e fracdo
aquosa de Kalanchoe pinnata.

Tabela 7. Quantificacdo de substancias fendlicas de Kalanchoe pinnata utilizando a
metodologia de Folin-Ciocalteau. Os resultados estdo expressos como média seguida do
seu erro padréo.

Amostras Quantidade total Fendlicos totais Porcentagem (%)
(9) (9)

Extrato bruto 108.00 16.16 + 0.24 14.96+0.21

Fracdo acetato de 3.14 1.14 + 0.02 36.33 + 0.64

etila

Frac&o aquosa 55.20 6.21 + 0.05 11.25 +0.09

5.5 Determinacao da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método do DPPH radical para
0 extrato bruto, fracdo acetato de etila e fragcdo aquosa de K. pinnata. Trolox foi

utilizado como substancia de referéncia.
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Figura 23. Curva de calibragdo do Trolox utilizado como padrdao externo para a
determinagéo da capacidade antioxidante do extrato bruto e fragfes de Kalanchoe pinnata.
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Figura 24. Curva de calibragdo da porcentagem da reducdo do DPPH radical referente a
concentracao do padréao externo Trolox.
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Figura 25. Porcentagem de reducdo do DPPH radical referente a concentragdo do extrato
bruto de Kalanchoe pinnata.
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Figura 26. Porcentagem de reducdo do DPPH radical referente a concentracdo da fracdo
acetato de etila de Kalanchoe pinnata.
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Figura 27. Porcentagem de reducdo do DPPH radical referente a concentracdo da fracao
aquosa de Kalanchoe pinnata.

Tabela 8. Concentracdo efetiva (CEsy) do extrato bruto, fracdo acetato de etila e fracdo
aquosa de Kalanchoe pinnata obtida no ensaio de determinacgéo de atividade antioxidante.

Amostras CEso (pg/mL)
Trolox 33.38
Extrato bruto 72.63
Fracdo acetato de etila 41.91

Fracdo aquosa 110.02




5.6 Determinacdo do perfil cromatografico
5.6.1 Cromatografia em camada delgada

O perfil cromatogréafico obtido a partir da Cromatografia em Camada Delgada

esta ilustrado na Figura 28:

Figura 28. Cromatoplaca do extrato bruto e fragcdes de folhas de Kalanchoe pinnata. 1.
Rutina; 2. Quercetina; 3. Extrato bruto; 4. Fracdo acetato de etila; 5. Fracdo aquosa; 6.
Fracao cloroférmica. Fase Mével (FM): Acetato de etila: Acido formico: Acido acético glacial:
H,O (100:11:11:26). Revelacdo com NP. Distancia percorrida pela FM 15 cm. Visualizagédo
sob luz UV 366 nm.

O perfil cromatografico comparativo dos extratos brutos e fracdes de folhas de

K. pinnata coletadas em datas diferentes estéo ilustrados nas Figuras 29 e 30.

Figura 29. Cromatoplaca comparativa dos extratos brutos de folhas de Kalanchoe pinnata
coletadas em abril de 2010 (Al) e em fevereiro de 2011 (F1) e das fragcbes realizadas em
datas diferentes (D1) e (D2). 1. Extrato bruto (Al); 2. Extrato bruto (F1); 3. Fracado
cloroférmica (D1); 4. Fracao cloroférmica (D2); 5. Fracao acetato de etila (D1); 6. Fracéo
acetato de etila (D2); 7. Fragcdo aquosa (D1); 8. Fracdo aquosa (D2). Fase Movel (FM):
Acetato de etila: Acido formico: Acido acético glacial: H,O (100:11:11:26). Revelagdo com
NP. Distancia percorrida pela FM 15 cm. Visualizagéo sob luz UV 366 nm.
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Figura 30. Cromatoplaca comparativa dos extratos brutos das folhas de Kalanchoe pinnata
coletadas em abril de 2010 (1) e em fevereiro de 2011 (2) e junho de 2011 (3). Fase Movel
(FM): Acetato de etila: Acido formico: Acido acético glacial: H,O (100:11:11:26). Revelacdo
com NP. Distancia percorrida pela FM 15 cm. Visualiza¢do sob luz UV 366 nm.

5.6.2 Cromatografia liqguida de alta eficiéncia-CLAE

Para analise em CLAE foi utilizada a fracdo acetato de etila e a fracédo
aguosa. Pretende-se realizar esta analise com o extrato bruto.

O cromatograma inicial pertencente a fracdo acetato de etila esta
representado na Figura 31. Ja, na Figura 32 observa-se uma corrida isocratica
visando a melhor separagdo dos picos de maior intensidade. Estes picos estéo
numerados na figura para facilitar a sua identificacdo e seus respectivos espectros
UV-Vis estdo detalhados na Figura 33. O cromatograma referente a separacdo no

sistema semi-preparativo esta na Figura 34.
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Figura 31. Cromatograma da fracdo acetato de etila (Img/mL) obtida a partir do extrato
bruto das folhas de Kalanchoe pinnata. Equipamento Shimadzu com bombas LC-20%, loop
de 20 uL, detector PDA (Photodiode Array), fluxo de 1 mL/min e coluna Shimadzu® C18
Shim-pack VP-ODS de 250 mm x 4.6 mm, tamanho de particula de 5 um. Gradiente de ACN
em H,O + TFA a 0.1%, 5-100% em 60 min.
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Figura 32. Cromatograma da fracdo acetato de etila (Img/mL) obtida a partir do extrato
bruto das folhas de Kalanchoe pinnata. Equipamento Shimadzu com bombas LC-20?, loop
de 20 uL, detector PDA (Photodiode Array), fluxo de 1 mL/min e coluna Shimadzu® C18
Shim-pack VP-ODS de 250 mm x 4.6 mm, tamanho de particula de 5 um. Fase mével ACN
25% em 4gua acidificada com TFA 0,1%. Os picos numerados sao os de maior intensidade.
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Figura 33. Espectros UV-Vis pertencentes aos picos majoritarios, 1 e 2, da fracdo acetato
de etila de Kalanchoe pinnata. A esquerda estd o cromatograma dos picos em diferentes
comprimentos de onda. A direita estd o espectro UV-Vis (unidades de absorbancia x
comprimento de onda).
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Figura 34. Cromatograma da fracdo acetato de etila (50mg/mL) obtida a partir do extrato
bruto das folhas de Kalanchoe pinnata. Equipamento Shimadzu LC-6AD, loop de 1000 pL,
detector UV-Vis em 254 nm, fluxo de 10 mL/min e coluna C18 Shim-Pack PREP-ODS de
250 mm x 20 mm, tamanho de particula de 5 um. Fase mdvel ACN 25% em agua acidificada

com TFA 0.1%. Os picos numerados foram isolados.
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A Figura 35 representa o cromatograma inicial da fragdo aquosa. A corrida
otimizada esta ilustrada na Figura 36. O espectro UV-Vis do pico de maior
intensidade (numero 3) esta na Figura 37. O cromatograma referente a separacao

no sistema semi-preparativo esta na Figura 38.
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Figura 35. Cromatografia da fracdo aquosa (Img/mL) obtida a partir do extrato bruto das
folhas de Kalanchoe pinnata. Equipamento Shimadzu com bombas LC-202, loop de 20 pL,
detector PDA (Photodiode Array), fluxo de 1 mL/min e coluna Shimadzu® C18 Shim-pack
VP-ODS de 250 mm x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 um. Gradiente de ACN em H,0O +
TFA a 0.1%, 5- 100% em 60 min.
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Figura 36. Cromatograma da fracdo aquosa (1mg/mL) obtida a partir do extrato bruto das
folhas de Kalanchoe pinnata. Equipamento Shimadzu com bombas LC-202, loop de 20 pL,
detector PDA (Photodiode Array), fluxo de 1 mL/min e coluna Shimadzu® C18 Shim-pack
VP-ODS de 250 mm x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 um. Fase mével ACN 25% em
agua acidificada com TFA 0.1%. O pico numerado é o de maior intensidade.
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Figura 37. Espectros UV-Vis pertencentes ao pico majoritario (3) da fragdo aquosa de K.
pinnata. A esquerda esta o cromatograma do pico em diferentes comprimentos de onda. A
direita esta o espectro UV-Vis (unidades de absorbéncia x comprimento de onda).
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Figura 38. Cromatograma da fracdo aquosa (50mg/mL) obtida a partir do extrato bruto das
folhas de Kalanchoe pinnata. Equipamento Shimadzu LC-6AD, loop de 1000 pL, detector
UV-Vis em 254 nm, fluxo de 10 mL/min e coluna C18 Shim-Pack PREP-ODS de 250 mm Xx
20 mm, tamanho de particula de 5 um. Fase mével ACN 25% em agua acidificada com TFA
0.1%. O pico numerado foi isolado.

5.6.3 Identificagcdo de compostos

Foram identificados trés compostos, sendo que dois compostos foram
isolados da fracdo acetato de etila (1 e 2) e um da fracdo aquosa (3). Os dados dos
espectros RMN de H (Figura 39, 41 e 42) e do RMN de C (Figura 40 e 43)
encontram-se na Tabela 9 para o composto 1 isolado da fragdo acetato de etila e
Tabela 10 para o composto 3 isolado da fragdo aquosa. O composto 2 isolado da

fracdo acetato de etila e o composto 3 isolado da fracdo aquosa sao idénticos .
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Fracdo acetato de etila

Composto 1

Os espectros de RMN *H e RMN *C (CD;OD) seguem abaixo. Os dados de
RMN *3C (CDs0OD) estdo resumidos na Tabela 9.

spect
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Figura 39. Espectro de RMN *H em solucdo de CD;OD (300 MHz) do composto majoritario,
namero 1, pertencente a fragdo acetato de etila de Kalanchoe pinnata.
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Figura 40. Espectro de RMN **C em solucéo de CD;0D (75 MHz) do composto majoritrio,
namero 1, pertencente a fragdo acetato de etila de Kalanchoe pinnata.



Tabela 9- Dados de RMN **C (75 MHz) de quercitrina, composto isolado de Kalanchoe
pinnata.

Posigao Isolado Quercitrina (HANAMURA et
al., 2005)
RMN 3C RMN 3C
CD;OD (75 MHz) CD;0D
1 - -
2 159.37 159.3
3 136.32 136.2
4 179.68 179.6
5 163.18 163.2
6 99.95 99.8
7 165.82 165.9
8 94.88 94.7
9 158.52 158.5
10 106.01 105.9
1 123.05 123.0
27 116.51 116.4
37 146.41 146.4
4 149.79 149.8
5" 117.13 116.9
6” 123.10 122.9
17 103.58 103.5
27 72.24 721
37 72.10 72.0
47 73.39 73.2
57 71.99 71.9
6" 17.77 17.7
Composto 2

Como esta molécula também foi isolada e identificada na fracdo aquosa,

somente a analise do espectro de RMN *H foi realizado.
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Figura 41. Espectro de RMN 'H em solucdo de CD;0D (300 MHz) do composto majoritario,
namero 2, pertencente a fracdo acetato de etila de Kalanchoe pinnata.
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Fracdo aquosa

Composto 3

Como j4 foi dito anteriormente, esta molécula também foi identificada na
fracdo acetato de etila. Os sinais dos espectros de RMN *H e RMN*3C e a tabela

com dados resumidos estao abaixo.
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Figura 42. Espectro de RMN *H em solucdo de CD;OD (300 MHz) do composto majoritario,
namero 3, pertencente a fragdo aquosa de Kalanchoe pinnata.
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Figura 43. Espectro de RMN **C em solucéo de CD;0D (75 MHz) do composto majoritario,
numero 3, pertencente a fracdo aquosa de Kalanchoe pinnata.



Tabela 10- Dados de RMN 'H e RMN **C (300 e 75 MHz) de quercetina 3-O-a-L-
arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo, composto isolado de Kalanchoe pinnata.

Posigdo Isolado MUZITANO et al., 2006¢
RMN 'H RMN'3C RMN 'H RMN 'H RMN'3C
(CD,0D) (CD;0D) (CD;0D) (DMSO-ds) (DMSO-ds)
& mult., J (Hz) 5 & mult., J (Hz) 5 mult., J (Hz) 5
Aglicona
2 - 158.55 - - 157
3 136.88 - - 134.9
4 179.85 - - 178.3
9 - 159.21 - - 157.5
6 6.21dJ=21 99.88 6.19d J=2 616 s 99.3
7 - 165.86 - - 165
8 6.37 d J=2.1 94.81 6.37 d J=2 6.37s 94.2
9 - 163.25 - - 161.8
10 105.91 - - 104.4
i - 122.99 - - 121.2
2' 7.37dJ=18 116.91 7.36 d J=2.07 7338 116.2
3 - 146.52 - - 145.8
4 - 149.86 - - 149.2
5 6.93dJ=8.4 116.55 6.93 d J=8.32 6.88 d J=8.35 116
6' 7.30dd J=8.4, 2.1 122.77 7.29 dd J=2.07, 8.32 7.26 d J=8.35 121
Ramnosil
i 5380dJ=09 103.28 537dJ=093 53s 102.4
2" 419m 82.72 419m 402m 81.1
R 39m 71.82 3.89ddJ=3.7,97 a 70.8
4" 3.350d0J=93,03 74.37 3.350d04=9.7, 97 a 73
¥ 3.8m 72.06 3.87dqJ=9.7,6.2 a 70.9
6" 1.02dJ=6.3 17.76 110 J=6.2 0.9dJ=6.1 17.8
Arabinosil
) s 421dJ=7.2 107.833 42dJ=71 4.09 d J=6.37 106.9
2" 3.56dd0J=93,72 72.86 3.54ddJ=71,9.28 a 716
3" 3.47ddJ=93, 3 73.84 3.47 dd J=3.25, 9.28 a 72.3
4" 3.74m 69.90 372m a 68.3
5 3.66 dd J=12.9, 2.0 67.47 3.65dd J=12.45, 2.27 a 66.3
3.39dJ=114 3.37dJ=12.45

a Sinais que ndo aparecem na literatura.
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6. Discusséao

A utilizacdo de plantas no tratamento e cura de muitas doencas € tdo antiga
guanto a espécie humana (MACIEL et al., 2002). O conhecimento do povo indigena
sobre a acao terapéutica dessas plantas revelada por estudos etnobotanicos néo €
somente Util para a preservacdo da cultura tradicional e da biodiversidade, mas
também para a descoberta de novos farmacos (BEKALO; WOODMATAS;
WOLDEMARIAM, 2009). Isso porque as plantas medicinais podem produzir
farmacos importantes, os quais dificilmente seriam adquiridos via sintese quimica.
Também ha a possibilidade de produzir compostos que podem ser ligeiramente
modificados, tornando-os mais eficazes ou menos téxicos. Além disso, os produtos
naturais podem ser utilizados como modelos para a obtencdo de farmacos com
atividades terapéuticas semelhantes as dos compostos de referéncias (ROBBERS;
SPEEDIE; TYLER, 1997).

De acordo com a reviséo de literatura varios trabalhos foram realizados com o
intuito de avaliar a influéncia de extrato e fragbes de K. pinnata em diversas
atividades farmacologicas e in vitro. Ademais, estudos fitoquimicos revelam que os
flavonoides, classe de metabdlitos secundérios presente nesta espécie, estdo
envolvidos na maioria das atividades estudadas. Em relagdo a acéo antiulcera, foco
deste trabalho, ja existem estudos publicados, entretanto, se encontram incompletos
(ADESANWO et al., 2007; PAL; CHAUDHURI, 1991 PEREZ; CORREA; BORGES,
1999). Dessa maneira, houve o interesse de realizar um trabalho mais abrangente,
ou seja, além de verificar se o0 extrato bruto e fracdes apresentam atividade
antitlcera e uma possivel sugestdo do mecanismo de acdo, o isolamento e
identificagcdo dos compostos majoritarios, que possam estar envolvidos com tal
atividade também foram realizados.

No modelo de ulcera aguda gastrica, induzida por etanol, as lesbes sao
facilmente produzidas por administracdo intragastrica de 0.5 a 2.0 mL de etanol em
uma concentragdo de 50 a 100%. A maioria das lesbes se forma dentro de 1-3
minutos apos o contato do indutor com a mucosa gastrica (GLAVIN; SZABO, 1992).

A administracéo aguda de etanol em conjunto com o acido gera uma resposta
inflamatoria e destrdi a camada protetora da mucosa gastrica, causando necrose
celular. A necrose celular é o resultado de uma cadeia de eventos que envolvem a

liberacdo de radicais livres, enzimas e mediadores vasoativos, conduzindo a uma
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vasoconstricdo, edema e hemorragia, havendo um comprometimento no fluxo
sanguineo da mucosa (CASTRO et al.,, 2010; ROCHA et al., 2011). Além disso,
ocorre a diminuicdo da liberacdo do Oxido nitrico, o qual auxilia na reducdo das
lesbes gastricas hemorragicas devido a sua acdo vasodilatadora (REPETTO;
LLESUY, 2002; KAWANO; TSUJI, 2000).

Varios fatores s@o responsaveis pela inducdo de Ulceras géastricas por esse
modelo. Alguns deles sédo: aumento da geracdo de radicais livres, aumento do
refluxo na difusdo de acido, aumento da liberacdo de serotonina e histamina,
aumento do efluxo de sddio e potassio, aumento do influxo de célcio, aumento da
produgdo de leucotrienos, aumento da isquemia, aumento da permeabilidade
vascular gastrica e diminuicdo da producdo de muco, diminuicdo motilidade gastrica,
diminuicdo da diferenca de potencial transmucosa, diminuicdo da producao
enddégena de GSH (glutationa), diminuicdo da producdo de prostaglandinas e
diminuicado fluxo sanguineo na mucosa gastrica (GLAVIN; SZABO, 1992).

Um estudo realizado por Gazzieri et al. (2007), com a finalidade de elucidar o
mecanismo pelo qual o etanol causa Ulcera gastrica, sugeriram que ha o
envolvimento de canais receptores de potencial transiente vanildides do tipo 1
(TRPV-1) que, ao serem ativados por etanol, provocam a liberagao de substancia P,
gue estimula receptores de neurocinina-1 a gerar especies reativas de oxigénio. Em
contrapartida Li et al., 2012 propdem que a ativacdo de TRPV-1 e a liberacdo do
peptideo relacionado ao gene da calcitocina (CGRP) estdo relacionados com a
gastroprotecdo da mucosa gastrica apos a inducao de lesdo gastrica por etanol. Isso
porque, este neuropeptideo € um potente vasodilatador, facilitando a restituicdo da
mucosa. Estes eventos foram observados com a administracdo de capsiato aos
animais. No mesmo estudo, os autores verificaram que a administracdo de etanol
nao provocou mudanga significativa no nivel de CGRP, indicando que este
neuropeptideo ndo esta envolvido na formacgéo de lesdo gastrica.

No ensaio de inducdo de Ulceras gastricas por etanol acidificado, utilizando o
extrato bruto de K. pinnata observou-se uma tendéncia a relacdo dose-resposta. As
doses de 200 mg/kg e de 400 mg/kg demonstraram capacidade de reduzir Ulceras
em 74% (p<0.05) e 98% (p<0.01), respectivamente. Ainda utilizando o0 mesmo
modelo de inducdo por etanol acidificado, foi realizada uma analise comparativa
entre o extrato bruto e as fracfes de K. pinnata, na dose de 200 mg/kg, para verificar

gual amostra-teste era mais efetiva contra a formacao de lesbes gastricas. A fracédo
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acetato de etila mostrou ser a mais eficaz (p<0.01). As fracdes também foram
ensaiadas, utilizando o mesmo modelo experimental citado acima, em trés doses
diferentes.

No experimento utilizando a fracdo acetato de etila, verificou-se uma
significante reducdo nas lesbes gastricas (p<0.001), em 77%, 95% e 96%, nas
doses 100 mg/kg, 200 mg/kg e 400 mg/kg, respectivamente, em relacdo ao controle
negativo. Sendo assim, esta fracdo mostrou um potencial relevante na reducéo de
Ulceras gastricas. Entretanto, houve falta de resposta dose-resposta a partir da dose
de 200 mg/kg, indicando que talvez esta relacdo encontre-se abaixo de 200 mg/kg.
Ja, quando foi analisada a fracdo aquosa observou-se uma tendéncia a relacdo
dose-resposta. A dose de 200 mg/kg (p<0.05) reduziu as lesBes gastricas (69%) em
relacdo ao grupo de animais que receberam agua, mas na dose de 400 mg/kg
(p<0.01) obteve-se gastroprotecdo mais satisfatoria (91%).

No ensaio subagudo as Ulceras géstricas foram induzidas por acido acético.
As Ulceras induzidas aparecem com tamanho e severidade constante com uma
incidéncia de 100%. Assemelham-se com a Ulcera humana em termos patologicos e
mecanismo de cicatrizacdo e, por ultimo, respondem a varios farmacos antidlcera,
tais como: inibidores da bomba de prétons, sulcrafato e diversos fatores de
crescimento. Okabe e Amagase (2005) sugerem que 0 mecanismo pelo qual a
Ulcera induzida por &cido acético se desenvolve € por necrose isquémica ha mucosa
gastrica. De acordo com um artigo de revisao, a Ulcera péptica ocorre por uma falta
de suprimento de oxigénio e nutrientes e formacgao de radicais livres, causados por
injuria vascular. A mucosa necrosada e a liberacdo de leucotrieno B4 atraem o0s
leucdcitos, os quais irdo fagocitar o tecido necrético e liberar citocinas pro-
inflamatorias, como, por exemplo: TGF-a (fator de crescimento transformante alfa)
TNF-a (fator de necrose tumoral-alfa), IL-1a (interleucina-1alfa) e IL-1B (interleucina-
lbeta) ativando os fibroblastos, células endoteliais e epiteliais, com a finalidade de
restabelecer a integridade fisica e cicatrizar a mucosa gastrica (TARNAWSKI, 2005;
2010).

No ensaio de Ulcera subaguda nédo houve diferenca significativa na reducao
da area de lesédo gastrica nas doses testadas do extrato bruto (100 mg/kg, 200
mg/kg e 400 mg/kg) comparando com o controle negativo, ap6s 7 dias de
tratamento; no entanto, houve uma tendéncia a diminuicdo das Ulceras gastricas

com o0 aumento da dose. Pal e Chaudhuri (1991) verificaram a facilitacdo do
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processo de cicatrizacdo a partir da administracdo da dose de 100 mg/kg da fracdo
metandlica de K. pinnata, sendo este resultado diferente do obtido neste estudo. Isto
pode ter ocorrido devido a diferencas no processo extrativo, cultivo, etc.

A cicatrizacdo de Ulcera € um processo complexo que envolve migracdo e
proliferacao celular, re-epitelizagéo, angiogénese e deposi¢ao de matriz extracelular,
resultando na cicatrizacdo da lesdo. Estes eventos séo regulados por citocinas,
fatores de crescimento e fatores de transcricdo (TARNAWSKI, 2005; TARNAWSKI,
2010). O aumento da expressdo de COX-2, prostaglandina e VEGF também foram
relacionados como fatores importantes na cicatrizacdo de Ulcera gastrica induzida
por acido acético (KONTUREK et al., 2008). Para verificar uma possivel interferéncia
do extrato bruto de K. pinnata na cicatrizagdo foram quantificadas as seguintes
células: polimorfonucleares, mononucleares, fibroblastos e matriz extracelular pela
estimativa de volume celular, por pontos coincidentes, adaptada de Weibel (1979).

Os neutrofilos sdo as células polimorfonucleares mais abundantes e os
primeiros fagocitos a chegar ao local da injaria (PORTH; MATFIN, 2010). O
recrutamento e ativacdo destas células ocasionam a liberagdo de enzimas
lisossbmicas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (KUMAR et al., 2008).
Consequentemente, com uma producdo excessiva de espécies reativas havera a
inducdo do estresse oxidativo na mucosa gastrica causando danos nos
componentes celulares, incluindo lipidios, proteinas e DNA, gerando lesdo (NAITO;
YOSHIKAWA 2002; ROCHA et al., 2011). Nas analises microscopicas observaram-
se que nos grupos 200 mg/kg e 400 mg/kg houve uma diminuicdo da fracdo de
volume (%) ocupada por células polimorfonucleares no local da lesdo ulcerativa,
guando comparados com 0S outros grupos, apdés 7 dias de tratamento. Este fato
pode estar relacionado com a facilitacdo da cicatrizacdo de Ulceras gastricas.
Kobayashi et al. (2001) relataram que a inibicdo de neutrofilos esta envolvida na
acao cicatrizante de Uulceras gastricas induzidas por &acido acético, apos a
administrac@o oral de teprenona, um poli-isoprendide aciclico. Em outro trabalho, a
diminuicdo da infiltragdo de neutrdfilos também foi verificada ap6s a administracéo
de alfa-bisabolol em Uulceras induzidas por etanol, indicando que esse composto
possui a capacidade de reduzir as injarias gastricas provocadas pelo agente lesivo
(ROCHA et al., 2011). Em ambos os trabalhos a infiltracdo de neutrofilos no tecido
lesado foi verificada através da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). O

aumento da infiltracdo de células polimorfonucleares observado no grupo cimetidina
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pode ser justificado pelo fato deste antagonista do receptor de H, suprimir a inibicao
da biossintese de leucotrieno, realizada pela histamina, podendo contribuir no
aumento do recrutamento de células polimorfonucleares humanos ativados para a
area lesada (FLAMAND et al., 2004). Em outro estudo, o mesmo farmaco induziu o
aumento da infiltracdo de neutréfilos em modelo inflamatério induzido por
carragenina em ratos (HIRASAWA; WATANABE; TSURUFUJI; OHUCHI, 1991).

Para as demais células quantificadas ndo foi observada uma influéncia
pronunciada do extrato testado em relacdo aos controles.

Os perfis cromatograficos em camada delgada do extrato bruto e das fracdes
acetato de etila e aquosa permitiram a visualizagcdo de grande concentracdo de
flavonoides, sugerindo que esta classe de compostos esta associada a atividade
gastroprotetora e cicatrizante observada no ensaio de Ulcera aguda e subaguda.
Rutina, padréo utilizado, teve um Rf semelhante a uma banda de coloragéo intensa
comum a todas as amostras ensaiadas. El Abdellaoui et al. (2010) isolaram da
fracdo do extrato metandlico das folhas de K. pinnata o flavonoide rutina. No
entanto, mais estudos fitoquimicos precisam ser realizados para confirmar a
presenca deste flavonoide no extrato bruto e nas fracdes acetato de etila e aquosa
de K. pinnata .

O perfil quimico do extrato bruto das folhas de K. pinnata, proveniente de
coletas em épocas diferentes, e das fracbes obtidas em datas distintas, foram
semelhantes. Isto foi constatado apds andlise do perfil cromatografico das amostras
em cromatografia em camada delgada. Nao foi realizada a andlise quantitativa
comparativa dos constituintes quimicos. Em 2011, Cruz, Chedier e Pimenta testaram
0 comportamento das substancias presentes no extrato aquoso de mudas de K.
pinnata em relagéo a intensidade luminosa. Os autores observaram que n&o houve
diferenca proporcional significativa para nenhum dos grupos de flavonoides
encontrados em K. pinnata, metabdlito secundario mais frequente no género
Kalanchoe. No entanto, em trabalho posterior realizado por Muzitano et al. (2011),
os autores relataram que o teor de flavonoides, responsaveis pela atividade
leishmanicida, contidos no extrato aquoso de folhas de K. pinnata é mais elevado
em estagdes na qual é maior a incidéncia solar (primavera e verao).

As fracOes acetato de etila e aquosa foram analisadas por CLAE. No
cromatograma utilizando a fracdo acetato de etila observa-se a presenca de dois

picos majoritarios. Ja 0 experimento realizado com a fragdo aquosa revelou a
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presenca de um pico de maior intensidade. Os picos majoritarios encontrados para
ambas as fraces foram isolados e a elucidacéo foi baseada em dados de RMN *H e
RMN *3C. Todos os compostos identificados pertencem ao grupo dos flavonoides.

A proposta estrutural do composto 1 isolado da fracdo acetato de etila (81.9
mgq) foi de um flavonoide glicosilado, quercitrina (Figura 44). Apresenta-se em forma
de p6 amorfo de cor amarela. A anélise do espectro de RMN-'H em CD3;OD (300
MHz) apresentou varios deslocamentos quimicos, como cinco dubletos (um sinal em
7.35 ppm com constante de acoplamento (J) de 1.7 Hz caracteristico do H-2"; um
sinal em 6.92 ppm com J de 8.3 Hz que corresponde ao H-5"; um sinal 6.35 ppm
com J de 1.7 Hz que se refere ao H-8; um sinal em 6.19 ppm com J de 1.5 Hz que
refere ao H-6 e por ultimo um sinal em 0.95 com J de 6.4 Hz que pertence ao H-6"").
Um singleto em 5.36 ppm correspondente ao H-1"", um singleto largo em 4.25 ppm
de H-2"" e trés duplo-dubletos (um com sinal em 7.30 ppm com J de 8.3 e 1.8 Hz
caracteristico do H-6"; outro com sinal em 3.78 ppm com J de 9 e 3.2 Hz
caracteristico ao H-3"" e finalmente um sinal em 3.43 ppm com J de 9.61 e 6 Hz que
se refere ao H-57).

O espectro de RMN-*C em CD3OD (75 MHz) apresentou 21 carbonos, sendo
que 15 carbonos pertencem ao flavonoide e 6 carbonos pertencem ao acgucar, que
esta ligado ao flavonoide. O aglcar é uma ramnose porque apresenta um carbono
com deslocamento quimico em 17.77 ppm, relativo a metila da ramnose do carbono
6 do acucar. Também se verificam 4 sinais de carbonos (73.39 ppm, 72.24 ppm,
72.1 ppm e 71.99 ppm) na regido tipica para agucar. A comparacdo dos
deslocamentos quimicos dos espectros de RMN-'H e RMN-*C com os reportados

por Hanamura et al. (2005), confirma que a amostra é quercitrina.

Figura 44. Estrutura proposta do composto isolado de Kalanchoe pinnata, quercitrina.
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A quercitrina € um composto de baixo perfil de toxicidade (MUZITANO et al.,
2006b). Em um trabalho de revisdo Mota et al. (2009) citaram dois trabalhos, no qual
0s autores verificaram atividade gastroprotetora da quercitrina em camundongos, no
modelo de inducdo de lesbes gastricas com reserpina/intubacdo gastrica. O
tratamento com este flavonoide contribuiu para a reversao do quadro de colite em
ratos e um dos mecanismos envolvidos foi a diminuicdo do infiltrado de células
polimorfonucleares no local da lesdo (CAMUESCO et al., 2004). Quercitrina também
foi responsavel pela prevencdo da peroxidagéo lipidica in vitro em homogenato de
cérebro de ratos na presenca de diferentes indutores (WAGNER et al., 2006). Em
um estudo sob autoria de Choi et al. (2012), a quercitrina foi isolada de Cratoxylum
formosum e foi observada atividade antioxidante, in vitro, pelo método de ORAC e
também capacidade de reduzir o estresse oxidativo em células HepG2. A atividade
antiradicalar deste flavonoide, isolado dos frutos de Capsicum annuum L., também
foi verificada pelo método de DPPH (MATERSKA; PERUCKA, 2005). Os dados
obtidos sdo importantes, pois devido ao potencial antioxidante da quercitrina ha a
possibilidade de sua participacédo na acdo antiulcera.

O composto 2 (43.6 mg) foi identificado como um flavonoide glicosilado, mais
detalhadamente uma quercetina  3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a- L-
ramnopiranosideo (Figura 45). Esta molécula também foi isolada e identificada na
fracdo aquosa e devido a isso somente a andlise do espectro de RMN *H foi
realizado.

Na analise espectral do isolado numero 3 da fracdo aquosa verificou-se que o
espectro de RMN 'H (CD;OD) apresenta sinais na regido de aromaticos,
caracteristicos do flavonoide quercetina. O deslocamento quimico em 7.37 ppm é
um sinal dubleto do hidrogénio do carbono 2’ do anel B do flavonoide. Este dubleto
tem uma constante de acoplamento de 1.8 Hz e esta acoplado com outro hidrogénio
em posicdo meta, o hidrogénio na posicdo 6’ do anel B. Este sinal é um duplo
dubleto e verifica-se o acoplamento de um hidrogénio na posigédo orto 5’ e outro na
posi¢cao meta 2’. O hidrogénio na posi¢ao orto 5’ do anel B possui um deslocamento
quimico em 6.93 ppm com constante de acoplamento 8.4 Hz, sugerindo o
acoplamento com outro hidrogénio na posigéo orto 6’. Os sinais em 6.21 ppm e 6.37
ppm, ambos dubletos, correspondem aos hidrogénios na posicdo 6 e 8,
respectivamente, no anel A e estdo acoplados em posicdo meta. Também se verifica

um dubleto em 5.38 ppm com constante de acoplamento de 0.9 Hz, um outro
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dubleto em 4.21 ppm com constante de acoplamento de 7.2 Hz e sinais na regiao
tipica para agucares. Dessa maneira, sugere-se que o flavonoide apresenta em sua
estrutura ligacdo com duas unidades de acgucar. O sinal em campo alto de 1.02 ppm
é um dubleto com constante de acoplamento de 6.3 Hz. E um sinal caracteristico
dos hidrogénios do grupo metil da ramnose. Estas unidades podem estar ligadas ao
flavonoide em diferentes posi¢cdes ou em apenas uma posicao, na forma de dimero.

Ao analisar a ramnose, identificam-se os sinais correspondentes 4.19 ppm,
3.9 ppm, 3.8 ppm, 3.35 ppm e 1.02 ppm. H& outros sinais de acUcares também
presentes no espectro: 3.74 ppm, 3.66 ppm, 3.56 ppm, 3.47 ppm e 3.39 ppm.
Observa-se com o auxilio das constantes de acoplamento que os hidrogénios em
3.56 ppm e 3.47 ppm estédo acoplados, sugerindo que séo vizinhos.

O espectro de RMN*C (CDsOD) apresenta 26 sinais, no qual se observam
claramente os sinais da quercetina (15 carbonos) e de duas unidades de acucares,
ramnose (6 carbonos) e arabinose (5 carbonos). Os sinais da quercetina séo: 179.85
ppm referente a carbonila do C-4, 165.86 ppm referente a C-7, 163.25 ppm referente
a C-9, 159.28 ppm referente a C-5, 158.55 ppm referente a C-2, 149.86 ppm
referente a C-4’ do anel B, 146.52 ppm referente a C-3’ do anel B, 136.88 ppm
referente a C-3, 122.99 ppm referente a C-1’ do anel B, 122.77 ppm referente a C-6’
do anel B, 116.91 ppm referente a C-2’ do anel B, 116.55 ppm referente a C-5" do
anel B,105.91 ppm referente a C-10, 99.88 ppm referente a C-6 e 94.81 ppm
referente a C-8. Para a elucidacdo desta molécula os sinais dos espectros de RMN
'H e RMN*3C foram comparados com os presentes na literatura (MUZITANO et al.,
2006c¢).

Figura 45. Estrutura proposta do composto isolado de Kalanchoe pinnata, quercetina 3-O-a-
L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo.

Quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo, flavonoide
isolado, foi encontrado tanto na fragéo acetato de etila quanto na fragdo aquosa. O
método de extracdo desta molécula a partir desta espécie vegetal foi patenteado por
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Ichikawa et al. (1986). E de restrita ocorréncia, ndo reportado em outras espécies
vegetais, exceto para Alphitonia philippinensis (Rhamnaceae) e Rollinia emarginata
(Annonaceae) (JOU et al., 2004; ROTH et al., 2011). Propde-se, portanto, que este
coposto possa ser considerado um marcador quimico para espécie K. pinnata
(Muzitano et al., 2006c).

Existem poucos relatos sobre o estudo deste flavonoide, nenhum relacionado
com o envolvimento na acdo antidlcera ou até mesmo em atividade anti-inflamatoria.
Roth et al. (2011) com intuito de estudar a influéncia de compostos isolados de
Rollinia emarginata, sobre transportadores polipeptideos de anion organico (OATPS)
1B1 e 1B3 verificaram que o composto quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-
L-ramnopiranosideo modulou o funcionamento destes. OATPs sdo sistemas
transportadores de substancias enddgenas (sais biliares, hormonios, etc), de alguns
farmacos (estatinas, antibiéticos, digoxina, entre outros). Estes transportadores
estdo envolvidos na captacdo destas substéncias pelos hepatdcitos. A
coadministracdo de farmacos e extrato vegetal ou até mesmo sustancias isoladas de
extratos vegetais podem ser uma alternativa para melhorar a farmacocinética de
farmacos utilizados na terapéutica (FUCHIKAMI et al., 2006; HAGENBUCH; GUI,
2008).

No ensaio de quantificacdo de flavonoides e de compostos fendlicos foi
observado que a fracdo acetato de etila possui maior concentracdo de substancias
fendlicas, incluindo flavonoides, seguida do extrato bruto e por ultimo pela fracédo
aguosa. Considera-se que a maioria desses compostos sdo antioxidantes e que esta
atividade é muito importante para a protecdo da mucosa gastrica contra 0 estresse
oxidativo e na facilitacdo da cicatrizaco da mucosa gastrica (BENAVENTE-GARCIA
et al.,, 1997; KARAKOYUN, et al., 2009). Assim, foi realizada uma investigacdo de
uma possivel capacidade antioxidante, pelo método de radical DPPH do extrato
bruto e fracdes acetato de etila e aquosa de K. pinnata para uma sugestdo no
mecanismo de acao.

No experimento de determinacdo da capacidade antioxidante observou-se
que a fracdo acetato de etila (CEsp= 41.91 pg/mL) apresentou uma melhor
capacidade de reduzir o DPPH radical, seguida do extrato bruto (CEs0=72.63 pug/mL)
e fragdo aquosa (CEsp= 110.02 pg/mL). Trolox, substancia de referéncia utilizada,
apresentou uma CEsp de 33.38 pg/mL. Estes resultados estdo em consonéancia com

a gastroprotecdo observada nos experimentos de Ulcera aguda, evidenciando que a
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quercitrina e a quercetina 3-0-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo,
além de outros compostos flavonoidicos presentes em K. pinnata, podem ser
parcialmente responsaveis pelo processo de gastroprotecdo, provavelmente por
uma acao antioxidante. No ensaio de Ulcera subaguda também foi verificada uma
facilitacdo na cicatrizacdo de lesBes gastricas a partir da dose de 200 mg/kg de
extrato bruto, sugerindo que esta classe de substancias presentes no extrato auxilia
0 processo de cicatrizacao através da limitacdo de leucdcitos polimorfonucleares na
area da lesédo, diminuindo a producao de espécies reativas. Reppeto e Llesuy (2002)
em seu trabalho de revisdo relataram que varios beneficios a salude que os
flavonoides proporcionam estdo relacionados com sua atividade antioxidante.
Estudos demonstraram que estes compostos sequestram anion superéxido, radicais
hidroxilas e peroxilas, além disso, inibem a peroxidacdo lipidica em diferentes
sistemas e aumentam a secrecdo de prostaglandina e muco na mucosa gastrica.
Karakoyun et al. (2009) atribuiram a facilitacdo da cicatrizagdo de Ulceras induzidas
por &cido acético a diminuicdo da infiltracdo de neutrofilos por uma substancia
antioxidante (acido alfa lipoico-ALA).

Este trabalho confirma o potencial terapéutico de K. pinnata, espécie muito
utilizada pela populagdo. No entanto, mais investigacbes sdo necessarias para
confirmar o mecanismo de a¢do dos flavonoides presentes nesta espécie, além da
possivel participacdo de outros compostos nos processos de gastroprotecdo e

cicatrizacdo de lesdes gastricas observados no presente estudo.
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7. Concluséo

Com a realizacao deste trabalho conclui-se:

e O extrato bruto e fracbes acetato de etila e aquosa de K. pinnata exercem
uma acdo protetora na mucosa gastrica, verificado no processo de inducdo por
etanol acidificado. No ensaio com a fracdo acetato de etila observou-se
gastroprotecdao com uma dose a partir de 100 mg/kg, enquanto que tal agdo para o
extrato bruto e fragdo aquosa foi a partir da dose de 200 mg/kg;

e O processo de cicatrizacdo de Ulceras subagudas, induzidas por &cido
acetico, foi facilitado pela administragédo do extrato bruto de K. pinnata (doses de 200
mg/kg e 400 mg/kg), verificado pela reducdo da fragdo de volume ocupada por

células polimorfonucleares no local da lesao;

e Verificou-se nas andlises de quantificacdo de flavonoides e compostos
fendlicos que a fracdo acetato de etila possui maior concentracdo desses
compostos, seguido do extrato bruto e fragcdo aquosa. Estes dados estdo em

consonancia com o perfil cromatografico do extrato e fracdes evidenciado por CCD;

e O extrato bruto, fracdo aquosa e principalmente a fracdo acetato de etila das
folhnas de K. pinnata possuem capacidade antioxidante, confirmada por ensaio in
vitro por meio do sequestro do radical DPPH.

e A partir das analises fitoquimicas por CLAE das fracOes acetato de etila e
aguosa foram isolados compostos majoritarios e identificados como compostos
pertencentes a classe dos flavondides, mais precisamente quercitrina e quercetina
3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo, sugerindo que possam estar

envolvidos no mecanismo de gastroprotecdo e cicatrizacao de Ulceras gastricas.
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