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RESUMO

Ao longo dos séculos, as antigas civilizagbes utilizavam as plantas como um
importante recurso terapéutico na cura de diversas doengas. Essas propriedades
medicinais atribuidas as espécies vegetais derivam-se dos metabdlitos secundarios.
Entre as inumeras espécies vegetais, podemos mencionar a Kalanchoe
daigremontiana conhecida popularmente como aranto ou mae-de-milhares, o cultivo
dessa espécie se da devido ao seu grande valor ornamental e medicinal na cura de
doengas como, dores de garganta e no tratamento de outras inflamacgdes. Nesse
contexto, o presente trabalho tem como objetivo investigar o perfil quimico, teor de
compostos fendlicos totais e toxicidade do extrato etandlico das folhas da kalanchoe
daigremontiana. Na realizagdo dessa pesquisa preparou-se o extrato etanolico das
folnas da espécie Kalanchoe daigremontiana, onde obteve-se um rendimento de
10,38%, no qual posteriormente foi submetido a testes fitoquimicos qualitativos onde
permitiu identificar a presenga de compostos fendlicos e esteroides livre, em seguida
foi realizado a quantificacdo de fendis totais, através do método de Folin-Ciocalteu
com uma curva de calibragdo do acido galico no qual apresentou resultados 575,5
mg que corroboram com a analise qualitativa do extrato. O ensaio de toxicidade
apresentou 3,33% de mortalidade de naupilos de Artemia salina nas concentragdes
de 1000 ppm, sendo considerado atéxico frente a esse teste. Deste modo, novas
pesquisas devem ser realizadas com este extrato afim de caracterizar a atividade
antioxidante in vivo, bem como outras atividade e caracterizacdo de estruturas

quimicas.

Palavras-chave: Kalanchoe daigremontiana; fitoquimica; toxicidade.



ABSTRACT

Over the centuries, ancient civilizations used plants as an important therapeutic
resource in curing various diseases. These medicinal properties attributed to plant
species are derived from secondary metabolites. Among the countless plant species,
we can mention the Kalanchoe daigremontiana popularly known as aranto or mother-
of-thousands, the cultivation of this species is due to its great ornamental and
medicinal value in curing diseases such as sore throats and in the treatment of other
inflammations. In this context, the present work aims to investigate the chemical
profile, content of total phenolic compounds and toxicity of the ethanolic extract from
the leaves of kalanchoe daigremontiana. In carrying out this research, an ethanolic
extract from the leaves of the Kalanchoe daigremontiana species was prepared,
yielding a yield of 10.38%, which was subsequently subjected to qualitative
phytochemical tests which allowed the presence of phenolic compounds and free
steroids to be identified, Then, total phenols were quantified using the Folin-Ciocalteu
method with a gallic acid calibration curve, which presented results of 575.5 mg,
corroborating the qualitative analysis of the extract. The toxicity test showed 3.33%
mortality of Artemia salina naupiles at concentrations of 1000 ppm, being considered
non-toxic in this test. Therefore, new research must be carried out with this extract in
order to characterize the antioxidant activity in vivo, as well as other activities and

characterization of chemical structures.

Keywords: Kalanchoe daigremontiana; phytochemistry; toxicity.
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1 INTRODUGAO

Desde a antiguidade, as plantas tém sido amplamente utilizadas como
alternativas naturais no tratamento de diversas doengas, desempenhando um papel
essencial na medicina tradicional. Esse interesse continuo motivou as industrias
farmacéuticas a explorar espécies vegetais em laboratérios de produtos naturais,
buscando identificar compostos com propriedades terapéuticas relevantes (Moura et
al., 2021).

As plantas produzem uma variedade de metabdlitos que sao classificados em
primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios, como proteinas, acidos graxos,
polissacarideos e clorofila, sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento
das plantas (Rodrigues et al., 2016). Ja os metabodlitos secundarios s&o
responsaveis pela producdo de compostos com funcdes especificas que variam
entre as espécies, muitos dos quais sdo de grande interesse farmacoldgico,
industrial e nutricional. Dentre esses compostos, destacam-se alcaloides, compostos
fendlicos, flavonoides e acidos orgénicos (Rodrigues et al., 2016).

Diversos métodos sdo empregados para a obtencdo dos metabdlitos
secundarios a partir de extratos vegetais. Entre as técnicas mais comuns destacam-
se: a maceragao, percolagcado, decocgao, infusdo e extracdo continua quente
(Soxhlet). Além da escolha do método extrativo, diversos fatores devem ser levados
em consideracdo no processo de extracdo como a parte do material vegetal
utilizado, o nivel de processamento, o solvente que sera utilizado, o tempo de
extracao, polaridade e concentragéo dos solventes, entre outros (Tiwari et al., 2011).

Uma das espécies de interesse medicinal é a Kalanchoe daigremontiana,
popularmente conhecida como “aranto” ou “mae-de-milhares”, pertencente a familia
Crassulaceae. Esta espécie apresenta uma ampla diversidade de compostos
bioativos no qual é bastante utilizada na medicina popular devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatodrias, sendo empregada no preparo de
chas e sucos para o tratamento de dores de garganta e outras inflamagdes (Moura
et al.,, 2021). Entretanto, é importante ressaltar que Kalanchoe daigremontiana
contém compostos toxicos, o que justifica a necessidade de bioensaios toxicolégicos
preliminares para avaliar sua seguranga (Moura et al., 2021).

Entre os diversos ensaios biologicos, o teste de toxicidade aguda com

Artemia salina, um microcrustaceo de agua salgada, destaca-se pela simplicidade,
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rapidez e baixo custo, tornando-se um método viavel para avaliagdes preliminares
de toxicidade em extratos vegetais (Nascimento et al., 2009).

Além dos ensaios toxicologicos, € essencial a realizacdo de estudos
fitoquimicos que permitam a identificacdo dos constituintes quimicos da planta e a
avaliagao da presenca de classes especificas de compostos. Esses estudos sao
particularmente importantes quando a espécie demonstra bioatividade, pois orientam
a busca pelo isolamento de principios ativos (Simdes et al., 2001; Soares, 2008).

Assim, este trabalho tem como objetivo realizar uma analise fitoquimica,
verificar o teor de compostos fenodlicos totais e avaliar a toxicidade do extrato
etandlico das folhas da espécie Kalanchoe daigremontiana coletadas no municipio
de Picos-Pl.



17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O USO DAS PLANTAS MEDICINAIS

De acordo com Herbarium (2004), o Brasil possui a mais extensa e rica
biodiversidade do planeta, com milhares de espécies vegetais que apresentam
propriedades terapéuticas. O uso dessas plantas para tratar doencas foi fortemente
influenciado pelas culturas das antigas civilizagbes e disseminado através do
conhecimento empirico entre comunidades, visando a cura de diversas
enfermidades (Sousa et al., 2011).

Esse uso popular de plantas medicinais tem despertado o interesse de
pesquisadores em varias areas, como botanica, farmacologia e a fitoquimica, que
colaboram para enriquecer o conhecimento sobre essas fontes medicinais valiosas
(Maciel et al., 2002).

Sendo assim, Castelluci (2002) define plantas medicinais como vegetais que
produzem substancias quimicas em quantidade e qualidade suficiente para provocar
modificagdes nas fungdes bioldgicas com fins terapéuticos. Assim, a importancia
dessas espécies na area farmacéutica varia conforme seu uso e o método de
processamento empregado.

No contexto das ciéncias farmacéuticas, as plantas medicinais sao altamente
relevantes, especialmente quando se considera o método de processamento a que
sdo submetidas. Quando uma planta é processada — seja seca, triturada ou moida
—, ela é conhecida como droga vegetal. O termo "droga vegetal" refere-se a uma

substancia ou matéria-prima utilizada com fins medicinais (Borba et al., 2016).

2.2 OS METABOLITOS PRODUZIDOS PELAS PLANTAS E A FITOQUIMICA

As plantas produzem uma grande diversidade de compostos quimicos
importantes que sao classificados como metabdlitos primarios e secundarios. Esses
compostos desempenham papéis cruciais na evolugcdo das plantas e em sua
interacdo com outros seres vivos (Borges; Amorim, 2020).

De acordo com Garcia e Carril (2009), os metabdlitos primarios sao
compostos produzidos pelas plantas que tem a finalidade de auxilia-las no seu

crescimento e desenvolvimento. Alguns exemplos de metabdlitos primarios incluem
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agucares, aminoacidos, acidos graxos, lipideos e nucleotideos, bem como moléculas
maiores derivadas desses compostos, como proteinas, polissacarideos, membranas,
DNA e RNA.

Ja os metabdlitos secundarios possuem um papel importante na evolugao dos
vegetais e na interagdo com outros organismos. Estes compostos estao diretamente
relacionados com a protecdo das plantas contra estresses bidticos e abidticos e tém
aplicagbes comerciais na industria biofarmacéutica (Raskin et al., 2002). De acordo
com Raskin et al., esses metabolitos sdo classificados em trés classes principais:
compostos fendlicos, terpenos e compostos nitrogenados. A Figura 1 ilustra alguns
exemplos desses compostos: o acido galico como representante dos compostos
fendlicos (A); o geraniol como exemplo de terpenos (B); e a cafeina, um alcaloide
pertencente aos compostos nitrogenados (C).

Figura 1 - Acido galico (A), Geraniol (B) e Cafeina (C)
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Fonte: Pubchem.gov.com (2024)
Os compostos fendlicos sdo uma classe de substancias que possuem em sua

estrutura anéis aromaticos com pelo menos um grupo hidroxila substituindo um
hidrogénio. Esses compostos sao sintetizados por meio das vias metabdlicas do
acido chiquimico e do acido mevaldnico (Vizzotto et al., 2010).

De acordo com Mota (2019), esses compostos estdo diretamente
relacionados ao sistema de defesa das plantas contra herbivoros e microrganismos,
além de desempenharem um papel significativo no processo germinativo. Conforme
Ugalde (2016), essas substancias s&o bastante valorizadas na farmacologia devido
as diversas atividades bioldgicas, incluindo o seu potencial antioxidante, anti-
inflamatdrio, antitumoral e anticancerigeno, entre outras.

Segundo Dewick (2008), defini os terpenos como compostos formados por

unidades isoprénicas no qual sdo de origens vegetais. Eles desempenham um papel
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ecolégico importante, atuando como defensores naturais das plantas. Os dleos
essenciais, por exemplo, pertencem a essa classe, sdo caracterizados por sua alta
volatilidade e frequentemente apresentam atividades antioxidantes e aromatizantes,
devido a presencga de anéis aromaticos. Esses compostos também ajudam a atrair
polinizadores, atuando na defesa das plantas contra herbivoros e regulariza a
decomposicado da matéria organica (Castro, 2004).

Os alcaloides tém sido utilizados ao longo da histéria no uso de pogdes
magicas, medicamentos e venenos. O termo “alcaloide” foi empregado pela primeira
vez em 1819, como compostos de origem vegetal que possuem propriedades
alcalinas. Tais substancias sado biosintetizadas a partir de aminoacidos, e sua
natureza basica € proveniente da presenga de nitrogénios em sua composi¢cao
(Alves, 2017).

Segundo Carlos (2007), as plantas utilizam essas substancias para se
protegerem de insetos consumidores. Embora em quantidades especificas sejam
téxicas para humanos, em doses adequadas podem ter efeitos benéficos no sistema
nervoso (Taiz e Zeiger, 2013; Silval, 2013). Portanto, podemos citar alguns
alcaloides produzidos por espécies vegetais, tais como morfina(A), nicotina(B) e a
cocaina(C), conforme a figura 2.

Figura 2: Estruturas quimica da Morfina(A), nicotina(B) e cocaina(C)

(A) (8) )
Fonte: Pubchem.gov.com (2024)

Os metabdlitos secundarios sdo compostos com estruturas complexas de alto
ou baixo peso molecular, podendo ser polares ou apolares em pequenas
quantidades. A quantidade e qualidade desses compostos podem ser influenciadas
por fatores como desenvolvimento foliar, diluicdo, biomassa, sazonalidade,

condigdes climaticas e altitude (Castro, 2004; Vizzotto, 2010).
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De acordo com Alves (2017), a fitoquimica € a area responsavel por estudar
os diversos grupos vegetais, através da analises dos metabolitos produzidos pelas
plantas. Essa abordagem envolve o isolamento e elucidagdo das estruturas
quimicas desses compostos, bem como a determinacdo das suas atividades
bioldgicas presente na espécie a ser estudada.

Alguns testes fitoquimicos sdo fundamentais na identificagdo da classe
desses compostos, e também na descoberta de novos constituintes quimicos de
uma determinada espécie vegetal, que poderdo ser utilizados com uma finalidade
terapéutica. Esses testes podem ser realizados para identificar as mais diversas
classes de compostos organicos, podendo ser aplicados em diferentes tipos de

extratos em todas as partes da planta (Silva, et al., 2018).

2.3 PREPARO DE EXTRATOS VEGETAIS

De acordo com Matos (1998), o estudo fitoquimico de uma determinada
planta, através do preparo de extratos brutos tem se mostrado um ponto de partida
bastante relevante no processo de isolamento e purificacdo dos constituintes
quimicos presentes em uma espécie vegetal. Durante a obtengcdo do extrato, é
essencial avaliar algumas condigdes especificas relacionadas ao processo, como a
eficiéncia, estabilidade das substancias extraidas, disponibilidade de recursos e o
custo associado. Essas consideracbes devem ser feitas levando em conta a
finalidade desejada para o extrato a ser preparado (Simoes, 2003).

O termo "extracao" refere-se ao processo de retirada seletiva de substancias
ou fragdes ativas contidas em uma planta, utilizando liquidos apropriados ou uma

mistura destes, de forma segura e eficiente (Pinto, 2005). Segundo Simdes et al.

(2003), os métodos extrativos mais utilizados sao: maceragao, percolagao, infusao,

decoccéao e extracdo com o aparelho de Soxhlet.

2.3.1 Extracao por Maceragao

De acorco com Simdes et al (2003), este método de extragdo consiste na
imersdo do material vegetal em um solvente (liquido extrator), dentro de um
recipiente fechado, sobre uma determinada temperatura, por um periodo prolongado

(horas ou dias), sobre agitagao continua ou ndo, onde néo se ha a possibilidade da
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renovacao do liquido extrator, apds esse processo o solvente € evaporado obtendo

assim o extrato bruto.

2.3.2 Extragao por percolagao

Nesta técnica de extragdo, o material vegetal € inicialmente moido e inserido
em um recipiente cbnico ou cilindrico conhecido como percolador, feito de vidro ou
metal, nesse percolador, o material € atravessado por um liquido extrator. A
percolagao difere-se da maceragao por ser uma operacao dindmica, onde ¢é indicada
para a extragcao de pequenas quantidades substancias que sao pouco soluveis em

agua. Essa abordagem é relevante quando essas substancias sao de interesses
significativos (Simdes et al, 2003).

2.3.3 Infusao

Essa técnica de extragdo ocorre por meio da imersdo do material vegetal em
agua fervente, por um determinado tempo, em um recipiente fechado. A infusédo
geralmente é empregada em determinadas partes da planta, com as folhas, no qual
as mesmas devem ser cortadas e pulverizadas afim extrair de forma mais eficaz os

compostos de interesses da espécie vegetal (Simbes et al., 2003).

2.3.4 Decocgao

A decocgao consiste em um método que matem o material vegetal em contato
com o solvente, geralmente agua, por um determinado tempo. Essa técnica tem seu
emprego restrito devido a muitos compostos ativos serem alterados por um
aquecimento prolongado. E comumente empregada em partes mais rigidas de

vegetais, como caule e raizes (Simbes et al, 2003).
2.3.5 Extracao em aparelho de soxhlet
A extracdo utilizando o aparelho de Soxhlet € uma técnica empregada na

extracdo de solidos utilizando solventes volateis. Nesse método, o material vegetal

entra em contato com o solvente, possibilitando em uma extragcdo altamente
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eficiente, empregando uma quantidade reduzida de solvente, em comparagdo com
outras técnicas extrativas, podendo reaproveitar o solvente utilizado (Simdes et al.,
2003).

2.4 A ESPECIE KALANCHOE DAIGREMONTIANA (K. DAIGREMONTIANA)

O "Aranto" ou "Mae-de-milhares" é uma espécie de suculenta bastante
cultivada devido ao seu valor ornamental (Figura 3). No entanto, diversos estudos
relatam o uso popular desta planta no tratamento de irritagbes de pele, cicatrizagao
de feridas, inflamacdes, Ulceras gastricas, pedra nos rins, artrite reumatoide,
infeccbes bacterianas e virais, doengas de pele, resfriados e outras desordens
(Moura et al., 2021).

Figura 3 - Folhas da espécie K. daigremontiana

Fonte: https://revista.abrale.org.br

De acordo com Herman (2020), a K. daigremontiana, conhecida popularmente
como Aranto ou Mae-de-milhares, é uma espécie pertence ao género Kalanchoe da
familia Crassulaceae, no qual é distribuida ao longo dos continentes africano,
asiatico e americano. Essa espécie apresenta caracteristicas que permitem sua
adaptabilidade em ambientes secos e com luz intensa, realizando a fotossintese
através do metabolismo do &acido crassulaceo (CAM), o que €& um importante
aspecto bioquimico, ecofisioldgico e filogenético dessa familia (Borland et al., 2015).

As acgdes farmacolégicas da K. daigremontiana sdao menos conhecidas em
comparagao com outras plantas do mesmo género. Segundo estudos realizados no

Hospital Comunitario Havelhoehe, na Alemanha, a espécie tem sido utilizada como
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medicamento coadjuvante antroposofico, administrado para aliviar agitagao psiquica,
inquietacdo e ansiedade em pacientes (Kolodziejczyk-Czepas, 2017). Na fitoterapia
chinesa, esta planta é usada para aliviar vomitos e tosse (Zhong et al., 2013).

A atividade quimica e biolégica da K. daigremontiana depende de sua
composi¢cado fitoquimica. Uma analise realizada por Urmeny (2016) elucidou
compostos como kaempferol e quercetina, derivados de flavonoides, acidos
fendlicos e bufadienolideos (Figura 4), que sao alguns dos metabdlitos encontrados
nos extratos aquosos e etandlicos da espécie (Urmeny, 2016).

Figura 4 - Estrutura quimica do bufadienolideo
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Fonte: Pubchem.gov.com (2024)
Conforme Moura (2021), os bufadienolideos sao glicosideos cardiacos que

afetam a fungao cardiaca. Estes compostos possuem atividade inotrépica positiva e
atuam no sistema nervoso central como anestésicos locais, sedativos e com
propriedades citotoxicas. Contudo, muitos estudos sobre bufadienolideos estéo
associados a sua origem em animal, como ras, enquanto os sintetizados pelas
plantas sdo menos conhecidos (Supratman et al., 2001).

Segundo Moura (2021), a K. daigremontiana apresenta uma ampla
diversidade de compostos bioativos, conferindo-lhe atividades antimicrobianas,
antiproliferativas e antioxidantes. No entanto, a presenca de componentes toxicos
como os glicosideos cardiacos reafirma a importancia de estudos sobre o nivel de
toxicidade da espécie. Além disso, sdo necessarios mais estudos para aprofundar o
conhecimento sobre seu potencial biolégico.
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2.5 ATOXICIDADE DAS PLANTAS E OS ENSAIOS COM ARTEMIA SALINA

De acordo com Torres et al. (2005), inumeras espécies vegetais sao utilizadas
para fins terapéuticos por populagdes que nado tém acesso a medicamentos
industrializados. Essas espécies apresentam uma gama de substancias quimicas
que lhes conferem atividades biologicas, agindo diretamente no organismo do
individuo que as utiliza.

Algumas dessas espécies vegetais produzem substancias toxicas que muitas
vezes sao desconhecidas pelos seres humanos, que as utilizam de forma empirica,
causando assim alteragdes patoldgicas no organismo e, em alguns casos, levando
até mesmo a 6bito (Vasconcelos et al., 2009). O facil acesso, a falta de informacao e
o risco de contaminacgio e/ou adulteracdo do material sao fatores que aumentam as
chances de reacbes adversas e outros problemas relacionados ao seu uso
(Vasconcelos et al., 2009; Jesus & Suchara., 2013).

O principio toxico de uma planta refere-se a um grupo de substancias
capazes de causar intoxicagdo em um organismo, dependendo da quantidade de
substancia toxica absorvida, da natureza da substancia e da via pela qual foi
absorvida (Moreira., 2013).

Dessa forma, testes de toxicidade tornam-se necessarios para avaliar os
efeitos toxicos de uma espécie em estudo, permitindo determinar a toxicidade
relativa das substancias de interesse (Forbes & Forbes, 1994). Diversos ensaios
podem ser utilizados, como os ensaios de toxicidade aguda usando a Artemia salina,
que também possui a capacidade de detectar a presenga de compostos bioativos
em extratos vegetais (Meyer et al., 1982).

A Artemia salina, representada na Figura 5, € um artropode aquatico da
familia Artemiidae, pertencente a ordem Anostraca. Esses microcrustaceos sao
fontes de alimento para peixes por serem ricos em proteinas, vitaminas e minerais.
Essa espécie é encontrada em ambientes de agua salgadas e com temperaturas
elevadas, e sua reproducao esta diretamente relacionada ao nivel de salinidade do
habitat. Podem se reproduzir de forma sexual ou partenogenética, liberando cistos
ou nauplios. Os cistos possuem, em média, 250 ym de didmetro e sdo geralmente
armazenados a seco, suportando o vacuo. Os nauplios recém-eclodidos tém

aproximadamente 450 ym de comprimento, enquanto em sua fase adulta podem
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atingir até cerca de 10 mm de comprimento (Camara, 2004; Dumitrascu, 2011;
Moreira, 2013).
Figura 5 - Microcrustaceo de agua salgada Artemia salina

Fonte: Moreira (2013)
Nos ultimos anos, o ensaio de toxicidade utilizando a Artemia salina tem se

destacado como um método eficiente de avaliagdo de toxicidade de produtos
naturais. Isso se deve ao seu baixo custo, rapidez na execug¢do do bioensaio,
eficiéncia e a exigéncia de uma pequena quantidade de amostra. A simplicidade
desse teste viabiliza sua utilizagado de forma rotineira nos laboratérios (Siqueira et al.,
1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Analisar o perfil fitoquimico, o teor de compostos fendlicos totais e a toxicidade
aguda do extrato etandlico das folhas da espécie Kalanchoe daigremontiana

coletada em Picos-PI.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar o extrato etandlico das folhas de Kalanchoe daigremontiana,;

e Investigar o perfil fitoquimico do extrato obtido;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais do extrato por meio da
espectroscopia UV-Vis;

e Avaliar a toxicidade aguda do extrato frente ao microcrustaceo Artemia salina.
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 MODALIDADE DA PESQUISA

O tipo de pesquisa realizada no presente trabalho é classificado como
explicativa. Segundo Gil (2017), esse tipo de pesquisa tem como principal objetivo

identificar os fatores que influenciam a ocorréncia de fenébmenos especificos.

4.2 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Kalanchoe daigremontiana foram coletadas no periodo chuvoso,
no dia 18 de margo de 2024, na zona urbana do municipio de Picos, Piaui. O
material vegetal foi levado ao laboratério de pesquisa do IFPI - Campus Picos, onde
foi lavado em agua corrente, seco a temperatura ambiente e pesado, e
posteriormente levado a estufa a 45°C por 7 dias. Apds o processo de secagem, o
material vegetal foi triturado com o auxilio de um liquidificador e armazenado em um
béquer, sendo deixado em um dessecador para ser submetido ao processo de

extracao.

4.3 PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO

O material vegetal seco foi submetido a extracdo em solugéo de etanol P.A.
(95%), protegido da luz e mantido em temperatura ambiente por um periodo de sete
dias. Em seguida, a solugdo resultante passou por um processo de filtracdo e
evaporagao do solvente com o auxilio de um banho ultratermostatizado da marca
Lucadema, a uma temperatura de 45°C, e foi filtrada em papel filtro para a obtencao

do extrato etandlico.

4.4 RENDIMENTO TOTAL DO EXTRATO

O rendimento total do extrato etandlico das folhas de Kalanchoe
daigremontiana foi calculado de acordo com a formula: Re = (Pext / Pfolhas) x 100.
Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (Q);

Pfolhas = Peso das folhas frescas ou secas (g) (Rodrigues et al., 2011).
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4.5 PROSPECCAO FITOQUIMICA

O extrato etandlico das folhas de Kalanchoe daigremontiana foi submetido a
testes fitoquimicos utilizando meétodos qualitativos, conforme a metodologia
adaptada descrita por Matos (2009). Os testes foram realizados para caracterizar as
principais classes de metabdlitos secundarios presentes no extrato. A identificacédo
dos metabdlitos foi feita por meio de reagdes quimicas que resultaram em mudancas
de cor e formagéao de precipitados, apds a adigdo de reagentes especificos, os quais
sao caracteristicos para cada tipo de metabolito.

Para os testes, foram preparadas solu¢des dos extratos dissolvendo 0,5 g do
extrato em 50 mL de uma solugdo hidroalcoolica (etanol/agua) na proporcao de 8:2.
Em seguida, aliquotas de 1 mL dessas solugbes foram adicionadas a tubos de
ensaio para a realizagao dos testes. Os experimentos foram realizados em friplicata,
e a presencga ou auséncia dos constituintes no extrato foi registrada como presente

(+) ou ausente (-).

4.6 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinagao dos compostos fendlicos totais foi realizada no laboratério de
pesquisa lll da UFPI — Campus Senador Helvidio Nunes de Barros, utilizando o
meétodo de Folin-Ciocalteu (Sousa et al., 2007). Primeiramente, foi preparada uma
curva de calibragdo, empregando solugdes diluidas de acido galico (10-500 ug/mL).
As medicdes das absorbancias em funcdo da concentracio foram realizadas em um
espectrofotometro UV-Vis a 750 nm. A equacgao da curva de calibragao foi obtida por
meio de regressao linear.

Em seguida, procedeu-se a detecgdo nas amostras. Em tubos de ensaio,
foram misturados 100 yL dos extratos etandlicos (150 pg/mL) com 500 uL do
reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua destilada. Os tubos foram agitados por
30 segundos em vortex. Depois, adicionou-se a solugdo 2 mL de Na,CO; (15%) e o
volume foi completado para 10 mL com agua destilada. Os tubos foram novamente
agitados em vortex por 30 segundos e deixados em repouso a temperatura ambiente,
na auséncia de luz.

ApOs 2 horas, as leituras das amostras foram realizadas em um

espectrofotdbmetro UV-Vis a 750 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata. O
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teor de fendis totais (FT) foi determinado por interpolagdo da absorbancia das
amostras em relagcdo a curva de calibragdo construida através do software Excel,
como padrdes de acido galico, sendo expresso como mg de equivalentes de acido
galico por 100 g de extrato. Os resultados foram apresentados como média (LEMOS
et al., 2011, p. 64).

4.7 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA FRENTE ARTEMIA SALINA (A. SALINA)

O ensaio de toxicidade foi realizado por meio de bioensaio com Artemia salina
no laboratério de pesquisa do IFPI — Campus Picos. A preparagao da A. salina
seguiu a metodologia descrita por Meyer et al. (1982), com adaptagdes. Inicialmente,
300 mg de cistos do microcrustaceo foram incubados em um aquario contendo uma
solugdo salina previamente preparada, onde foram diluidos 15 g de sal marinho
sintético em 1 L de agua de pocgo artesiano, com o pH ajustado para 8,4 utilizando
NaOH (hidroxido de sodio) a 0,1 mol/L, sob aeragdo constante durante 48 horas a
25 °C.

Para o ensaio de toxicidade, foram utilizados 50 mg do extrato, que foram
transferidos para um béquer de 100 mL, e em seguida, foram adicionados 500 uL de
dimetilsulfoxido (DMSO a 5%). Posteriormente, foram realizadas diluicdes seriadas
em copos de acrilico (25 mL) para a obtengdo das seguintes concentragdes: 1000,
500, 250, 125 e 62,5 yg/mL (ppm). A solugao controle foi preparada utilizando 50 mL
de agua salina e 500 pL de DMSO a 5%.

Apos a incubacado, os nauplios ativos foram recolhidos da porgcdo mais
iluminada da cédmara de incubacdo para uso no ensaio. Dez nauplios foram
transferidos por meio de uma pipeta Pasteur para copos de acrilico (25 mL)
contendo 3 mL de solugdo salina com DMSO preparadas. As amostras foram
preparadas em ftriplicata e mantidas nas mesmas condi¢cdes de temperatura e luz da
ecloséo.

Os nauplios vivos e mortos foram contados apds 24 horas de exposi¢ao a
solucdo do extrato testado. O numero de nauplios mortos em relacdo as
concentracdes da solucdo do extrato foi utilizado para calcular os valores de CL5s0 e

determinar a toxicidade aguda do extrato.
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Figura 6: Esquema de preparagao e execugado do teste de toxicidade em Artemia

salina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DO EXTRATO ETANOLICO

Por meio da preparacédo do extrato etandlico das folhas secas de Kalanchoe
daigremontiana (59,72 g), obteve-se um extrato final com massa de 6,20 g.
Utilizando a Equacgédo 1 (p. 27), apresentada no item 4.4, foi possivel calcular o
rendimento do extrato etandlico, que resultou em 10,38% de rendimento total.

De acordo com Ribeiro (2010, p. 75), o rendimento dos extratos vegetais esta
diretamente relacionado ao método e as condi¢cdes do processo de extracdo, as
caracteristicas biologicas das plantas, as condigdes ambientais em que s&o
cultivadas e a variagdo genética intraespecifica. Dessa forma, o rendimento dos
extratos vegetais pode variar conforme os fatores mencionados, dificultando a
comparacgao entre estudos relatados na literatura.

Entre a ampla variedade de solventes conhecidos, apenas alguns sao
utilizados na extragcado dos metabdlitos secundarios das plantas. Essa limitagao se da
devido a trés aspectos principais: propriedades extrativas, adequacgao da técnica ou
tipo de metabdlito que sera extraido, além de fatores econdmicos e de seguranga
que viabilizam o processo (Pinto, 2005). Diante desta abordagem, justifica-se o uso
do solvente etandlico devido a sua polaridade, que confere uma melhor propriedade

extrativa, além de ter uma baixa toxicidade.

5.2 ANALISE FITOQUIMICA

A analise fitoquimica preliminar permite a identificacdo de grupos de
metabdlitos secundarios presentes em uma espécie vegetal, facilitando a
determinacao dos constituintes mais abundantes e suscetiveis a caracterizacido em
extratos vegetais (Queiroz, 2009). Para a realizacdo dos testes, foi utilizada a
metodologia descrita por Matos (2009), que possibilitou a analise qualitativa dos
metabdlitos secundarios no extrato etandlico das folhas de Kalanchoe
daigremontiana. Os testes foram baseados em métodos de colorimetria, precipitagao
e formacao de espuma.

No preparo do extrato, observou-se que a presencga de clorofila pode interferir

nos resultados, devido a coloracao intensa do extrato das folhas, causada pela alta
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concentracao de clorofila. Apesar dessa interferéncia, os testes permitiram identificar
a presenca de compostos fendlicos e esteroides livres, conforme apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1: Perfil fitoquimico qualitativo do extrato etandlico das folhas da espécie K.

daigremontiana

Compostos Quimicos Presencgal/auséncia

Fendis +

Taninos hidrolisaveis (pirogalico) -

Taninos condensados (Flobabenicos) -

Antocianinas e antocianidinas -

Flavonas, flavonois e xantonas -

Chalconas e auronas -

Flavanonois -

Leucoantocianidinas -

Catequinas -

Flavanonas -

Esteroides livres +

Triterpenoides pentaciclicos livres -

Saponinas -

Fonte: Autoria propria, (2024)
(+) Presenca de metabolitos

(-) ausencia de metabolitos

Os metabdlitos secundarios sdo compostos encontrados em produtos naturais
de grande relevancia clinica para a farmacologia, devido as suas propriedades
bioldgicas. Diversos produtos naturais tém sido utilizados como matéria-prima para a
formulacao de novos compostos bioativos, especialmente no tratamento de doencas
(Butler et al., 2006).

A presenca de compostos fendlicos e esteroides era esperada na triagem
fitoquimica, devido a sua ocorréncia em algumas espécies do género Kalanchoe.
Estudos de Urmeny (2016) identificam a presenga de bufadienolideos, que
pertencem a classe dos terpenos e possuem atividades anticancerigena e
cardioténica, entre outras. Os Compostos fendlicos, por sua vez, conferem atividade
antioxidante.

A deteccao dos metabdlitos encontrados no extrato etandlico de Kalanchoe
daigremontiana corrobora com os dados da literatura. A auséncia de outros

metabdlitos pode ser influenciada por fatores como a técnica utilizada, sendo que
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técnicas mais modernas podem extrair uma maior gama de compostos bioativos.
Outros fatores incluem a parte do material vegetal utilizada, o solvente empregado
na extracao e sua polaridade, bem como caracteristicas especificas da planta e o
meio no qual a mesma é cultivada (Tiwari et al, 2011).

5.3 DETERMINACAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENLOICOS TOTAIS

A quantificagdo de compostos fendlicos no extrato etandlico das folhas de
Kalanchoe daigremontiana seguiu a metodologia de Folin-Ciocalteu. Os resultados
das amostras foram comparados com uma curva padrao, utilizando o acido galico
como referéncia. O Grafico 1 apresenta os valores de absorbancia em fungdo da
concentragdo obtidos para o acido galico, bem como a curva padrdo. Por meio da
regressao linear da curva, foi obtido a equacgéo da reta utilizada para determinar a
concentracdo de compostos fendlicos presentes no extrato.

Grafico 1 — Curva padréo de acido galico
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Fonte: Autoria prépria (2024)
De acordo com Bora et al. (2005), o reagente de Folin-Ciocalteu, na presenca

de compostos fendlicos, altera sua coloracdo de amarela para azul. Quanto maior a
concentracdo desses compostos na solugcdo, mais intensa sera a coloragdo. Como

demonstra a figura 7 abaixo.
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Figura 7 - Mudanca de coloragao do reativo de Folin-Ciocalteu na presencga de

compostos fenolicos

Fonte: autoria prépria (2024)
Conforme Oliveira et al (2009), o reagente de Folin-Ciocalteu € uma mistura

de acido fosfomolibidico e fosfotungstico, na qual o molibdénio encontra-se em um
estagio oxidativo (VI), apresentando cor amarela (Na2Mo0O4.2H20). Na presenga de
certos agentes redutores, como os compostos fendlicos, formam-se os chamados
complexos molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW1104)*], nos quais a média do estado
de oxidacdo dos metais esta entre 5 (V) e 6 (VI) e cuja coloracdo permite a
determinar a concentracdo das substancias redutoras que, ndo necessariamente,
precisam ter natureza fendlica.

Apods a obtengdo da curva padrao, foi possivel determinar a concentragéo de
concentragdo de compostos fendlicos, presentes no extrato etandlico das folhas da
espécie Kalanchoe daigremontiana coletada no municipio de Picos-PI.

A concentracdo do teor de compostos fendlicos totais presentes no extrato
etandlico das folhas da espécie K. daigremontiana foi de 575,5 mg. Segundo Oliveira
et al. (2011, p. 364), extratos vegetais que apresentam concentra¢des acimas de 100
mg de equivalente de acido galico por grama de extrato s&o considerados ricos em
compostos fendlicos.

5.4 TOXICIDADE DO EXTRATO FRENTE A ARTEMIA SALINA

O ensaio de toxicidade aguda realizado com o microcrustaceo Artemia salina

permitiu avaliar a toxicidade do extrato. Os resultados do ensaio mostraram uma
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mortalidade de 3,33 % na concentragdgo de 1000 ppm, enquanto nas demais
contragdes testadas nédo houve mortalidade (Tabela 2), apresentando um baixo
percentual de letalidade dose-dependente. A solugéo controle feito com DMSO a 5%
nao apresentou mortalidade, na Tabela 2 demonstra o percentual de mortalidade dos
nauplios de A. salina versus a concentragao dos extratos.

Tabela 2 - Percentual de naupilos mortos de A. salina frente a diferentes

concentragdes do extrato etandlico das folhas da k. daigremontiana

Concentragdes | 1000 ppm 500 ppm 250 ppm 125 ppm 62,5 ppm Controle

Mortalidade % 3,33 0 0 0 0 0

Fonte: Autoria prépria (2024)

No estudo, o extrato etandlico das folhas da espécie k. daigramontiana obteve
um valor de CL50 > 1000 ppm sendo considerado atoxico para A. salina. De acordo
com Amarante et al. (2011), um composto é classificado como de baixa toxicidade
quando a CLso for superior a 500 ppm; moderada quando CL50 esta entre 100 a 500;
ppm e muito toxico quando for inferior 100 ppm.

Além disso, um estudo realizado por Silva (2007), usando o extrato etandlico
de Kalanchoe brasiliensis, uma espécie do mesmo género que K. daigremontiana,
mostrou que o extrato tem atividade bioativa no teste com Artemia salina. O extrato,
testado em concentragdes de 40 ppm a 800 ppm, apresentou um efeito dependente
da dose, indicando que, quanto maior a concentracdo, maior a probabilidade de
haver morte nos naupilos de Artemia salina. Estudos como esse aprimoram o

conhecimento sobre a toxicidade de plantas desse género.
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6 CONCLUSAO

O estudo realizado com o extrato etandlico das folhas da Kalanchoe
daigremontiana forneceu informacdes importantes sobre seu perfil fitoquimico e
toxicidade. Com um rendimento de 10,38%, o extrato foi submetido a analise
fitoquimica verificando a presenga de compostos fendlicos e esteroides livre que
condizem com os ja existentes na literatura. E importante ressaltar que a presenca
de clorofila nas folhas, dificulta na determinacdo qualitativa dos metabolitos,
principalmente se estes estiverem presentes em baixas concentracoes.

Por meio de espectroscopia de UV-Vis foi determinado um teor de 575,5 mg
compostos fendlicos, corroborando com os testes qualitativos. Os testes de
toxicidade com Artemia salina revelaram uma baixa taxa de mortalidade (3,33%) na
concentragdo mais alta testada (1000 ppm), indicando uma baixa toxicidade e
confirmando uma CLs0 superior a 1000 ppm, o que classifica o extrato como atoxico
para Artemia Salina.

Estudos como este sdo fundamentais para compreender o perfil fitoquimico e
a toxicidade de plantas medicinais e em outras espécies vegetais. A informagéao
obtida contribui para a avaliagao segura e eficaz do uso dessas plantas, além de

oferecer bases para pesquisas futuras sobre seus potenciais beneficios e riscos.
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