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Resumo

A espécie Kalanchoe laetivirens é uma suculenta proveniente de éareas tropicais como a Africa e Asia. Devido ao
clima favordvel, esta planta foi introduzida no Brazil onde é utilizada como alternativa medicinal para o tratamento de
doencas como infec¢des, inflamacgdes, diarréia e cicatrizacdo de ferimentos. Os compostos presentes neste organismo
pertencem, em sua grande maioria, a classe dos flavonoides com atividades antioxidante, gastroprotetora, antitlcera,
calculos renais, infeccBes bacterianas e virais. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar os compostos
guimicos presentes nos extratos brutos e das suas fragdes bem como verificar seu potencial antimicrobiano. Para isso,
a amostra vegetal foi submetida a extracdo com etanol 70% sendo fracionada em seguida com hexano, cloroférmio e
acetato de etila. Tais extratos foram analisados em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrometro
de massas para verificar os ions presentes nas amostras. Foi encontrado composto 3,7-di-O-ramnosil-cianidina, a uma
cianidina glicosilada. Sua atividade antimicrobiana foi determinada como sendo negativa frente aos patdgenos
testados.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Cianidin; Antimicrobiano.

Abstract
The species Kalanchoe laetivirens is a succulent from tropical areas such as Africa and Asia. Due to the favorable
climate, this plant was introduced in Brazil where it is used as a medicinal alternative for the treatment of diseases
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such as infections, inflammations, diarrhea and wound healing. The compounds present in this organism belong, for
the most part, to the class of flavonoids with antioxidant, gastroprotective, antiulcer, kidney stones, bacterial and viral
infections. Thus, the objective of this work was to investigate the chemical compounds present in crude extracts and
their fractions, as well as to verify their antimicrobial potential. For this, the plant sample was subjected to extraction
with 70% ethanol and then fractionated with hexane, chloroform and ethyl acetate. Such extracts were analyzed in
high performance liquid chromatography coupled to a mass spectrometer to verify the ions present in the samples.
3,7-di-O-rhamnosyl-cyanidin was found to be a glycosylated cyanidin. Its antimicrobial activity was determined to be
negative against the tested pathogens.

Keywords: Medicinal plants; Cyanidin; Antimicrobial.

Resumen

La especie Kalanchoe laetivirens es una suculenta de areas tropicales como Africa y Asia. Debido al clima favorable,
esta planta fue introducida en Brasil donde se utiliza como alternativa medicinal para el tratamiento de enfermedades
como infecciones, inflamaciones, diarreas y cicatrizacion de heridas. Los compuestos presentes en este organismo
pertenecen, en su mayor parte, a la clase de flavonoides con antioxidantes, gastroprotectores, antiulcerosos, calculos
renales, infecciones bacterianas y virales. Asi, el objetivo de este trabajo fue investigar los compuestos quimicos
presentes en los extractos crudos y sus fracciones, asi como verificar su potencial antimicrobiano. Para ello, la
muestra de la planta se sometid a extraccion con etanol al 70% y luego se fraccion6 con hexano, cloroformo y acetato
de etilo. Dichos extractos se analizaron en cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un espectrémetro de
masas para verificar los iones presentes en las muestras. Se encontr6 que la 3,7-di-O-ramnosil-cianidina era una
cianidina glicosilada. Se determind que su actividad antimicrobiana era negativa frente a los patégenos probados.
Palabras clave: Plantas medicinales; Cianidina; Antimicrobiano.

1. Introducéo
1.1 Género Kalanchoe

Atualmente ha varias espécies de plantas que sdo utilizadas para fins medicinais. Muitas dessas sdo nativas e outras
foram introduzidas no Brasile conseguiram sobreviver somando-se a diversidade local (Santos & Silva et al., 2020). Dentre
estas, destaca-se os individuos do género Kalanchoe que sdo nativas das regides subtropicais e tropicais da Africa, Asia,
Austrélia e América (Czepas; Stochmal, 2017).

As plantas do género Kalanchoe possuem aproximadamente 125 espécies de plantas conhecidas por possuirem o
metabolismo adaptado a ambientes secos por serem suculentas, o que caracteriza a familia a qual pertence. S&o popularmente
conhecidas como aranto, flor-da-fortuna, calanchoé, calandiva, entre outros (Costa, 2012; Campelo, 2019).

Ha varias espécies deste género que sdo utilizados para tratamento de Ulceras gastricas, calculos renais, artrite

reumatoide, infeccfes microbianas, doengas dermatoldgicas e cancer (Mendonca et al., 2018).

1.2 Kalanchoe laetivirens

A espécie K. laetivirens é uma suculenta originaria de éreas tropicais, principalmente da Africa sendo algumas
espécies deste género amplamente distribuidas na horticultura (Milad; EI-Ahmady; Singab, 2014). Pertence ao reino Plantae,
Filo Tracheophyta, classe Magnoliopsida, ordem Saxifragales, familia Crassulaceae e género Kalanchoe, apresenta potencial
ornamental, mas € pouco estudada, principalmente em relagdo a sua biologia (Souza Filho et al., 2021).

E considerada uma planta medicinal utilizada como antiinflamatério e analgésico na medicina tradicional, possui f4cil
cultivo e proliferacdo nas folhas, onde cresce pequenas raizes, originando pequenas mudas (Sousa Filho et al., 2021).
Recentemente, foi relatado que estas plantas séo citotdxicas, no entanto, os dados sobre o seu uso tradicional no tratamento de
tumores sdo extremamente limitados (Stefanowicz-Hajduk et al., 2020). Segundo Sousa Filho et al. (2021), realizaram uma
pesquisa com K. laetivirens na area de biologia reprodutiva e 0s resultados sdo relevantes para o entendimento da sua relagéo
com os visitantes florais. Outro estudo concluiu que o seu extrato reverte a resisténcia ao etoposideo em células humanas de

cancer de pulmdo A549 por meio da regulacdo negativa de NF-xB (Kaewpiboon et al., 2013).
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1.3 Atividade biologica dos compostos quimicos de K. laetivirens

Conforme Kolodziejczyk-czepas e Stochmal (2017), as plantas do género Kalanchoe s&o fonte de bufadienolidos com
estruturas quimicas de 31 compostos, propriedades bioldgicas e perspectivas de uso terapéutico. Segundo Mendonca et al.
(2018), no género Kalanchoe ha a presenca de fendis, flavonas, catequinas e esteroides, encontrados através de estudos que
demonstram o seu potencial terapéutico para diversos tipos de doencas.

A K. laetivirens é uma planta que apresenta compostos quimicos com propriedades antioxidantes nas fases aquosa. Ja
nas fases de carater lipofilico, encontram-se compostos fenélicos e polifendis (Rice-Evans et al., 1997), pertencendo a familia
Crassulaceae também contém o metabolismo acido de Crassulaceae (CAM). Alguns estudos fitoquimicos relatam que a
maioria das plantas desta familia contém 55 tipos diferentes de compostos fendlicos, 8 esterdides e 8 lactonas e cardiolactonas
de butadieno (Allorge-Boiteaij,1996; EID et al.,2018).

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo investigar os compostos quimicos das folhas de K. laetivirens e

seu potencial antimicrobiano.

2. Metodologia
2.1 Obtencéao do material vegetal, elaboracéo do extrato fracionamento

O material vegetal foi obtido de um produtor local da cidade de Manaus. A planta foi devidamente armazenada em
sacos de papel e transportada para o laboratério de Farmacognosia da Universidade Nilton Lins onde foi devidamente
higienizado com &gua destilada. As folhas foram cortadas e secas em estufa a 50 °C. Os extratos foram feitos de acordo com a
metodologia estabelecida pelo Ministério da satide (BRASIL, 1959) e por Sobreira (2013) com algumas adaptacfes. Realizou-
se a maceracdo das folhas secas em solvente hidroetanolico 70% durante 30 minutos em ultrassom. Tal procedimento foi
repetido por trés vezes. Em seguida, o extrato foi concentrado em rotaevaporador e a dgua residual foi removida em dessecador
contendo silica gel. Quando seco, o extrato foi ressuspendido em uma solucdo de etanol:metanol (9:1) e em seguida foi
fracionado na proporcéo de 1:1 com hexano, cloroformio e acetato de etila grau PA. As fragBes obtidas e a parte aquosa, foram

secas também em dessecador.

2.2 Determinacéo do perfil quimico dos extratos e experimentos de fragmentacéo

Para a determinac&o do perfil quimico parou-se uma solugdo em metanol grau HPLC na concentragdo de 1 mg/mL.As
andlises foram realizados na Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas com o auxilio de um Cromatografo
analitico, modelo Accela, com detector DAD (Thermo Scientific) acoplado a um Espectrémetro de massas, modelo TSQ
Quantum Access, com fonte ESI (Thermo Scientific).

Os ions de interesse foram fragmentados por inje¢do direta em Espectrometro de massas, modelo TSQ Quantum

Access, com fonte ESI (Thermo Scientific) em modo positivo e negativo.

2.3 Atividade antimicrobiana

Os microrganismos utilizados foram as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus e Enterococcus feacalis, as
gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa adquiridas da Colecdo de Bactérias da Amazénia (CBAM) da
Fiocruz Amazonia. As bactérias foram reativadas emcaldo Brain Heart Infusion (BHI) (HIMEDIA®) e incubadas a 36 + 1 °C
por 24 horas.

Realizou-se o teste conforme as orienta¢Ges da Clinical and laboratory standards institute (CLSI, 2002, CLSI, 2003).
A concentracdo de células dos patégenos foi ajustada para o padrdo 0,5 da escala de turbidez Mc Farland em solugéo salina

0,85%. Foram feitas solu¢cdes de DMSO a 10% dos extratos na concentracdo de 2 mg/mL Para a realizacdo do teste foram
3
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acrescentados em placa de Elisa 100uL de meio de cultura na concentragdo dobrada, 100 pL do extrato e 10 pL da suspensdo
do patdgeno.O experimento foi incubado a 36 + 1 °C por 24 horas. Apds o tempo de incubacéo, adicionou-se 10 pL do

revelador cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) para avaliagéo dos resultados.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Obtencéo do extrato e obtenc¢éo das fracGes

Apo0s a secagem, o rendimento obtido para o extrato bruto foi de 1,5 g e este foi ressuspendido em uma solucédo de
etanol:metanol (9:1) e em seguida foi fracionado na propor¢do de 1:1 com hexano, cloroférmio e acetato de etila. O

rendimento das fracfes obtidas esta descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Rendimentos das fragdes obtidas do extrato bruto de Kalanchoe laetivirens.

Cadigo de trabalho Fragdo Peso seco (mg)
1 Acetato 26,7
2 Aquoso 1400
3 Hexano 9,4
4 Cloroférmio 33,5

Fonte: Autores.

Apos a obtencdo do rendimento, foram pesados 1 mg de cada fracdo paras as analises de HPLC-MS e 2 mg pra o teste

antimicrobiana.

3.2 Andlises de High Performance Liquid Chromatography - HPLC das fracdes de K. laetivirens
Foram realizadas andlises de HPLC das fragcdes de K. laetivirens com o objetivo de determinar o perfil quimico das
amostras e selecionar as mais promissoras quanto a sua absorbancia e menor grau de complexidade. Os perfis quimicos das

fragdes no comprimento de onda 254 nm, podem ser observados na Figura 1.
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Figura 1: Cromatograma das fracdes de K. laetivirens em A=254 nm.

U1 | Pragas.em Acctatn de Bl

AU Fragao e Closdbmio.

Co \

I
| | - _— A A
Lo\ LAAAA AN WA AN e AN A
V

B R

Fonte: Autores.

Conforme pode ser observado na figura acima, a fragdo em acetato de etila apresenta destaque devido a diversidade de
metabolitos e boa absorbancia observada. J& a fracdo aquosa, teve destaque, pois nela encontrou-se um composto majoritario
ao longo da analise. O comprimento de onda de 254 nandmetros foi selecionado pois, compostos como flavonoéides, saponinas,
antocianinas e aromaticos em geral o absorvem (do Nascimento & Yara, 2015). Tendo este resultado, foram selecionadas as

fracOes descritas pra realizar a exploragdo dos ions em HPLC-MS.

3.3 Andlises de HPLC-MS das fragdes em acetato de etila e aquosa de K. laetivirens

As analises de HPLC-MS em modo positivo utilizando fonte ESI da fracdo em acetato de etila, revelaram a presenga
dos fons [M+H]* de m/z 287, 433, 475, 545, 563, 579 e 710. Ja em modo negativo foram observados os ions [M-H]™ de m/z
563, 430, 284, 709, 751. Observando os resultados obtidos a partir das analises de HPLC-MS da fragcdo aquosa de K.
laetivirens utilizando fonte ESI em modo positivo, mostram a presenca do ion [M+H]* de m/z 433, 663, 740 e 763. Em modo
negativo foram registrados os ions [M-H] de m/z 709, 739, 776, 807 e 871.

Com a determinagdo dos ions presentes nas fracdes selecionadas por HPLC-MS, a literatura foi consultada com o
objetivo de sondar quais seriam 0s possiveis constituintes quimicos presentes nas amostras. No entanto, ndo foram encontrados
estudos sobre a prospeccdo dos compostos quimicos de K. laetivirens, sendo assim para discutir os resultados obtidos no
presente estudo, buscou-se comparar com outros individuos da mesmo género.

De acordo com o estudo realizado por Goraj-Koniarska e colaboradores (2015) utilizando a K. blossfeldian foi
possivel determinar a presenga do ion 287 m/z como sendo a Cianidina, um fragmento do composto 3,5 di-O-glicocianidina de
m/z 611. Em outro relato sobre o estudo de K. gracilis, Liu e colaboradores (1989) revelaram a presenca dos ions m/z 709, 751,
563 e concluiram através de experimentos de fragmentacdo e RMN que estes compostos tratavam-se de flavonoides
glicosilados e acetilados.

O estudo de Chibli, et al., (2014) mostrou que o0 os ions de m/z 579 e 563 podem ser 0s compostos arabinopiranosil- (1

— 2) -a-L ramnopiranosideo e arabinopiranosil- (1 — 2) a-L ramnopiranosideo. O ion 287 m/z foi reportado no trabalho
5
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realizado por Nielsen etal., (2005) como sendo o composto Kaempferol que apresenta uma estrutura muito simular a da
cianidina. Tendo em vista esses dados coletados da literatura e sabendo que alguns dos ions presentes nas fracoes em acetato

de etila e aquosa ja foram descritos, foram realizados experimentos de fragmentacdo de alguns ions.

3.4 Experimentos de fragmentacdo por HPLC-MS-MS dos ions da fracdo em acetato de etila e fracdo aquosa de K.
laetivirens

Ao observar os resultados obtidos a partir das analises de HPLC-MS-MS e comparando o tempo de retencédo e a
massa dos fragmentos, notou-se que existe certa similaridade em ao menos um composto presente nas fragdes em acetato de

etila e aquosa conforme pode ser observado na Figura 2.

Figura 2: HPLC-MS-MS dos ions [M+H]+ de m/z 579 e 711, respectivamente.
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Fonte: Autores.

Conforme observado na figura acima, o ion [M+H]* de m/z 579, presente na fragdo em acetato de etila, gera os
fragmentos 433 [(M+H)-146]* e 287 [(M+H)-292]" e de maneira similar, a fragmentagdo do ion [M+H]* de m/z 433 presente
na fracdo aquosa, gera o ion 287 [(M+H)-146]*. Sendo assim, foi elaborada uma Unica proposta de fragmentagdo partindo do
fon [M+H]* de m/z 579. Para isso, utilizou-se o estudo realizado por Liu et al., (1989), Hertog et al., (1992), Colombo et al.,
(2008), que relatam que a fragmentacdo de ligacfes O-glicosidicas com perda de 146 Da correspondem a ramnose. Ferreira
(2018) observou através do estudo da fragmentacdo de flavoinoides glicosilados que o fragmento de m/z 146 corresponde a
uma ramnose. O espectro de massas de fragmentagcdo do ion [M+H]* m/z 579 e os provéaveis nomes compostos estdo
apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Em (A) Espectro de fragmentacdo do [M+H]* m/z 579. Em (B) proposta de fragmentacéo do ion m/z 579,
presente na fracdo em acetato de etila e m/z 433 presente no extrato aquoso.
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Fonte: Autores.

O composto descrito na proposta acima, pertence a classe dos flavonoides glicosilados que se destacam por apresentar
diversas propriedades terapéuticas como antioxidadante, antiocarcinogénico, cardioprotetora e hepatoprotetora (Behling,
2004). Na proposta estabelecida no presente estudo, o composto 3,7-di-O-ramnosil-cianidina, pertence a subclasse das
antocianidinas e para isso, foi utilizado como base o estudo realizado por Goraj-koniarska et al., (2015) sobre os compostos
quimicos presentes nas raizes de K. blossfeldiana onde foi possivel observar a presen¢a do ion [M-2 Glc]* de m/z 287 como
fragmento do ion [M+H]+ de m/z 611. Flavonoides da classe antocianidina, e os niveis dessas substancias podem ser elevados
quando a planta é submetida a situa¢Ges de estresse como exposicdo a luz UV, indutores organicos ou inorgénicos (Zhang, et
al., 2002). Vale ressaltar que o 3,7-di-O-ramnosil-cianidina, langado como proposta de estrutura no presente estudo, nao foi
encontrato em estudos anteriores usando a K. laetivirens como alvo de estudo. No entanto, cianidinas substituidas séo
comumente encontradas no género Kalanchoe, conforme descrito por (Saniewski, et al., 2003; (Mejia, Gallego, & Arango,
2014; Chaity, et al., 2020)

Os espectros de MS? dos demais compostos presentes nas fractes em acetato de etila obtidos do extrato de K.
laetivirens, estdo sendo processados e logo serdo comparados com 0s dados existentes da literatura com o objetivo de propor

uma provavel estrutura dos seus constituintes quimicos.

3.5 Avaliacéo do potencial antimicrobiano
Realizou-se o ensaio antimicrobiano do extrato bruto e das fragdes nas concentracdes de 2mg/ml frente aos patdgenos
Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. No entanto o resultado obtido foi

negativo para o extrato bruto e suas respectivas fragdes.

4. Conclusao

O estudo quimico realizado através da analise das fragdes em acetato de etila e aquosa de K. laetivirens por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Espectrometro de Massas, revelou a presenga do composto 3,7-di-O-
ramnosil-cianidina. A metodologia de fracionamento mostrou-se quimicamente seletiva, pois, o composto 3,7-di-O-ramnosil-
cianidina esta presente de forma majoritaria na fragdo aquosa. Tal substdncia tem potencial antioxidante que podera ser

explorado em estudos futuros. Nao foi encontrada atividade antimicrobiana nas frac6es estudadas e na concentragdo testada.
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