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Resumo

GONCALVES, Flavia Sobreira. Mecanismos de Acdo Relacionados a Atividade
Antitlcera de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae). 2017. 134f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2017.

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae) € uma espécie muito empregada na
medicina tradicional no Brasil e em outras partes do mundo, especialmente india, paises da
Africa e China. E indicada popularmente para diversos fins incluindo o tratamento de tlceras
gastricas. A anélise fitoquimica revelou a presenca de Varios constituintes, em especial 0s
flavonoides. O tratamento de Ulcera gastrica convencional apresenta diversos efeitos
colaterais e, na maioria das vezes, ndo evita a recidiva da lesdo. Dessa maneira, € interessante
encontrar uma terapéutica mais segura e efetiva. Com o objetivo de avaliar a seguranca, foi
realizado ensaio de citotoxicidade do extrato bruto, in vitro, com valor de 1Cs igual a 0,926
mg/mL, sendo possivel predizer um valor de LDsg (1341,46 mg/kg). J& em relacdo ao ensaio
de citotoxicidade, in vitro, da fracdo acetato de etila ndo foi encontrado um valor de 1Cs.
Resultados de fototoxicidade, in vitro, mostraram que o extrato bruto e fracdo acetato de etila
de K. pinnata ndo possuem potencial fototoxico. A contagem microbiana na droga vegetal
para bactérias aerébias/mesofilas foi de 6,9 x 10* UFC/g e a contagem de bolores e

leveduras foi de 2,4 x 10° UFC/g, ambos valores dentro do limite estabelecido pela OMS.
Anélise de endotoxinas também foi realizada para o extrato bruto (<4,0.10° UE/kg) e fracéo
acetato de etila (<2,7.10° EU/kg) de K. pinnata. Referente & fitoquimica, diversos flavonoides
foram identificados no extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata. Paralelamente ao
estudo fitoquimico foi verificado que a atividade gastroprotetora do extrato bruto envolve a
acdo das prostaglandinas e grupamentos sulfidrila. J& o mecanismo de gastroprotecdo da
fracdo acetato de etila é dependente de prostaglandinas e Oxido nitrico. A atividade
cicatrizante do extrato bruto de K. pinnata também foi avaliada. De acordo com os resultados
macroscopicos, as doses de 200mg/kg e 400 mg/kg reduziram a area de lesdo, com uma taxa
de 33% e 39%, respectivamente, apds 7 dias de tratamento (p<0,05). Anélise histoldgica dos
grupos tratados com o extrato bruto (200 e 400 mg/kg) indicou melhor recuperacédo da leséo,
verificada pela regeneracdo da mucosa gastrica e pelo restabelecimento da arquitetura
glandular. As enzimas antioxidantes (catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase)
e a expressdo de VEGF foram avaliadas no mecanismo de cicatrizacdo de Ulceras gastricas.
Os resultados mostraram que a atividade antiulcerogénica foi mediada pela agéo antioxidante
da enzima SOD. N&o foi evidenciado in vivo 0 aumento da expressdo de VEGF e nem o
sequestro do radical peroxil nos animais tratados com o extrato bruto. Os resultados dos
ensaios in vitro (ORAC) mostraram uma maior capacidade de sequestro de radicais peroxil
da fracdo acetato de etila (1192,35 + 112,61 umol equivalente de Trolox/g de amostra seca)
qguando comparado com o extrato bruto (431,32 + 7,17 umol equivalente de Trolox/g de
amostra seca). A atividade anti Helicobacter pylori também foi avaliada, no entanto, o
extrato bruto ndo apresentou atividade anti H.pylori. Ademais, 0 extrato bruto demonstrou
um potencial anti-inflamatorio, pois foi observada uma redugdo nos niveis de TNF-a e L-
selectina, apds o tratamento em neutrdfilos estimulados com LPS. Analisando os resultados
sugere-se que K. pinnata possui um potencial terapéutico no combate de Ulceras gastricas e
possivelmente, anti-inflamatorio, sendo que os flavonoides podem estar relacionados com o
efeito bioldgico observado.

Palavras Chave: Kalanchoe pinnata; Crassulaceae; Ulcera gastrica; flavonoides; mecanismo
de acdo.



Abstract

GONCALVES, Flavia Sobreira. Mechanisms of action underlying antiulcer activity of
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae). 2017. 134f. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2017.

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae) is a commonly used species in traditional
medicine in Brazil and in other parts of the world, especially India, Africa and China, for the
treatment of various diseases, including gastric ulcers. Phytochemical analysis revealed the
presence of several constituents in this plant, especially flavonoids. The available
pharmaceutical products to treat peptic ulcer have several side effects and, in most cases, do
not prevent recurrence of the gastric lesions. Therefore, it is important to find a safer and
more effective therapy. In order to evaluate safety, the in vitro cytotoxicity assay of crude
extract from K. pinnata was performed. The ICs value was 0,926 mg/mL corresponding to
LDso value (1341, 46 mg/kg). It was not determined I1Cso value in vitro cytotoxicity assay for
ethyl acetate fraction from K. pinnata. Neither the crude extract nor ethyl acetate fraction
from K. pinnata showed phototoxicity. Microbial counting was performed on the K. pinnata-
based drug in order to investigate microbiological contamination. The microbial count for
aerobic / mesophilic bacteria was 6.9 x 10* CFU/g, and yeast count was 2.4 x 10% CFU/g, both
values in agreement with the limits established by WHO. Endotoxin analysis was also
performed for the crude extract (<4,0.10° UE/kg) and for ethyl acetate fraction (<2,7.10°
UE/kg) from K. pinnata. In the phytochemical analysis several flavonoids were identified in
the crude extract and ethyl acetate fraction of K. pinnata. In parallel to the phytochemical
study, it was verified that the gastroprotective activity of the crude extract of K. pinnata
involved prostaglandins and sulfhydril compounds. On the other hand, the mechanism of
gastroprotection of the ethyl acetate fraction of K. pinnata is dependent on prostaglandins and
nitric oxide. The healing activity of the crude extract of K. pinnata was also evaluated.
According to the macroscopic results the dose of 200 mg/kg and 400mg/kg reduced the injury
area, with a rate of 33% and 39%, respectively, after 7 days of treatment (p <0.05).
Histological analysis showed regeneration of the gastric mucosa and re-establishment of the
glandular architecture in groups treated with the crude extract (200 and 400 mg/kg).
Antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase) and VEGF
expression were evaluated in the mechanism of gastric ulcer healing. The results showed that
the antiulcerogenic activity was mediated by SOD. It was not demonstrated an increase in
VEGF expression and nor in the in vivo sequestration of the peroxyl radical in the animals
treated with crude extract. The results of in vitro assay (ORAC) showed a greater sequestering
of peroxyl radical to the ethyl acetate fraction (1192,35 £+ 112,61 umol equivalent of Trolox/g
of ethyl acetate fraction) when compared to the crude extract (431,32 = 7,17 umol equivalent
of Trolox/g of crude extract) of K. pinnata .The anti Helicobacter pylori activity was also
evaluated; however, the crude extract did not show anti H. pylori activity. However, the crude
extract of K. pinnata demonstrated an anti-inflammatory potential, because TNF-a and L-
selectin levels were reduced after treatment in LPS-stimulated neutrophils. The analysis of the
results suggests that K. pinnata has a therapeutic potential against gastric ulcers and possible
anti-inflammatory properties, and the flavonoids may be linked to the biological effect.

Keywords: Kalanchoe pinnata; Crassulaceae; gastric ulcer; flavonoids; mechanism of
action.
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1. Introducéo

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 (FURER et al., 2016; MILAD et al., 2014). No Brasil, esta incluida na Relagio
Nacional de Plantas com Interesse ao SUS (BRASIL, 2017). Popularmente é denominada
de folha-da-fortuna, coirama, courama, courama-vermelha ou saido roxo. A especie €
utilizada no tratamento de doencas inflamatdrias, Ulceras géstricas, queimaduras, diarreia,
vomito, picadas de insetos, dores no corpo e como agente antifingico e antibacteriano
(KAMBOJ; SALUJA, 2009; FURER et al., 2016). Estudos fitoquimicos revelaram a
presenca de diversas classes de compostos, em especial, os flavonoides.

Durante 0 mestrado (2011-2013) foram realizados experimentos de atividade
antitlcera do extrato bruto, fracdo acetato de etila e fracdo aquosa das folhas da espécie K.
pinnata, além de estudos fitoquimicos. Devido a resultados promissores pretendeu-se dar
continuidade ao estudo com esta espécie, visando seus mecanismos de acao.

A JUlcera péptica € uma patologia que possui uma importancia econdmica global
devido a sua incidéncia e prevaléncia relevantes e ampla distribuicdo geografica
(BUCCIARELLI et al., 2010; Bl et al., 2014). De acordo com Lin et al. (2011), no periodo de
1980-2009 a taxa de incidéncia, na populacdao mundial, de Glceras pépticas sem complicacdes
é de aproximadamente 1 caso para 1000 pessoas/ano. Ja para Ulceras que apresentam
complicacgBes, tais como sangramento e perfuracdes, € de 0,7 caso em relagdo a 1000
pessoas/ano.

Diversas alternativas terapéuticas estdo disponiveis no mercado para o tratamento de
ulceras pépticas. Os medicamentos mais utilizados séo os inibidores da bomba de protons
e 0s antagonistas dos receptores H2 (GOODMAN; GILMAN, 2007). Quando a Ulcera
gastrica € decorrente da infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori € necessario associar
antimicrobianos ao tratamento com antagonistas dos receptores de H ou inibidores da bomba
de prétons (MOSSER; CACA, 2005). Entretanto, ha relatos de efeitos adversos associados a
estas terapias, como: diarreia, tontura, nausea, ginecomastia, aumento do risco de deméncia
em idosos, inducdo de hiperplasia nas células gastricas, deficiéncia de vitamina Biy, risco de
pneumonia, aumento do risco de infeccdo por Clostridium difficile ocasionando colite e
distdrbio na microbiota intestinal humana, hipomagnesemia, osteoporose (KESZTHELY et
al., 2010; LAM et al., 2013 ; PEREZ-COBAS et al., 2013; TLEYJEH et al., 2013;
HAENISCH et al., 2015; KSIADZYNA; SZELAG; PARADOWSKI, 2015; YU et al., 2017).
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Dessa maneira, pesquisa com foco em plantas medicinais para a procura de uma
alternativa para o tratamento com farmacos sintéticos é interessante, além de proporcionar
recursos para alcancar a qualidade da cicatrizacdo de Ulceras e prevenir recorréncias
(AWAAD et al., 2013; BI et al.,, 2014; KANGWAN et al., 2014). Ademais, alguns
flavonoides, tem atividade contra Ulceras gastricas (MOTA et al., 2009).

Assim, foi proposto um estudo com a finalidade de sugerir possiveis mecanismos de
acao pelos quais o extrato bruto e fragdo acetato de etila, obtidos das folhas K. pinnata, estéo
envolvidos na atividade gastroprotetora e cicatrizante de Ulceras gastricas. Além disso, 0
potencial anti-inflamatério também foi avaliado, pela producdo das citocinas TNF-a, IL-8 e

L-selectina em neutrofilos.
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2. Revisao Bibliografica
2.1 Kalanchoe pinnata

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Figura 1), cujos sinénimos sdo Bryophyllum
pinnatum (Lam.) Oken, Bryophyllum calycinum Salisb, Cotyledon pinnata (Lam.) ou Verea
pinnata (Lam.) Spreng (TROPICOS, 2017; PLANT LIST, 2017), pertence a familia
Crassulaceae. O género Kalanchoe compreende centenas de espécies que sdo nativas de areas
tropicais, como Brasil e Africa (MILAD et al., 2014).

K. pinnata € uma espécie herbacea origindria de Madagascar. Desenvolve-se em
lugares quentes e Umidos e alcanca até 1,5 metro de altura. Suas folhas sdo opostas,
suculentas, ovaladas e de margem crenada com 10 a 20 cm de comprimento. As folhas
inferiores sdo geralmente simples, enquanto as superiores sdo constituidas por 3 a 7 foliolos,
longo-pecioladas. Suas flores medem 5 cm de comprimento, sdo violaceas, pendentes e em
cachos. Os frutos sdo membranaceos e as sementes elipsdides (KAMBOJ; SALUJA, 2009;
LORENZI; MATOS, 2008).

E popularmente chamada de folha-da-fortuna, courama, coirama, folha-de-pirarucu,
pirarucu, diabinho, roda-da-fortuna e folha grossa (LORENZI; MATOS, 2008). Esta espécie é
utilizada na medicina tradicional de regides tropicais, onde o clima favorece o crescimento
espontaneo, tais como Brasil, Madagascar, india, entre outros. Folhas e caules, devido ao seu
efeito adstringente, sdo utilizados contra diarreia, flatuléncia e vémito. Herbalistas na Nigéria
usam o extrato aquoso das folhas de K. pinnata para o tratamento da tosse e na profilaxia da
asma. Além do tratamento das diversas patologias citadas acima é reportado seu uso para o
tratamento de doencas inflamatorias, Ulceras gastricas, queimaduras, picadas de insetos, dores
no corpo e como agente antifingico e antibacteriano (FURER et al., 2016; KAMBOJ;
SALUJA, 2009). Na medicina antroposofica K. pinnata é atualmente utilizada para o
tratamento de parto prematuro e distarbios do sono. Preparagdes de K. pinnata s&o
manufaturadas pelo empresa multinacional Weleda AG em diversas formas galénicas, como

pd, capsulas, gotas e injetaveis (FURER et al., 2016).
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Figura 1- Partes aéreas de Kalanchoe pinnata

Legenda: Folhas (1, 2) e flores (3) de Kalanchoe pinnata.
Fonte: Sobreira (2013) (1); http://www.tropicos.org/ (2,3).

A literatura aponta diversas propriedades medicinais para K. pinnata, tais como anti-
inflamatéria (AFZAL et al. 2012; FERREIRA et al., 2014), cicatrizante (NAYAK;
MARSALL; ISITOR, 2010), antimicrobiana e citotoxica (EL ABDELLAOUI et al., 2010;
BISWAS et al., 2011), anti-hipertensiva (BOPDA et al., 2014) hepatoprotetora (YADAYV,;
DIXIT, 2003), leishmanicida (SILVA et al., 1995, MUZITANO et al,. 2006a; MUZITANO
et al,. 2006b; MUZITANO et al,. 2009), antialérgica (CRUZ et al., 2012), antitumoral
(SUPRATMAN et al., 2001) e tocolitica (SIMOES WUST et al., 2010). Alguns estudos
realizados revelaram a atividade antioxidante de K. pinnata utilizando o método in vitro
estabelecido pela medida de capacidade sequestrante de radicais livres atraveés do DPPH (2,2’-
difenil-1-picril-hidrazila) (GUPTA et al., 2009; MAJAZ et al.; 2011; TATSIMO et al.2012).

Foram encontrados trés trabalhos na literatura relatando estudos de atividade
antitlcera de K. pinnata (PAL; CHAUDHURI, 1991; PEREZ; CORREA; BORGES, 1999;
ADESANWO et al., 2007). No entanto, esses trabalhos revelaram conclusdes parciais, ja que
ndo relacionaram a atividade bioldgica encontrada com os componentes fitoquimicos
presentes na amostra. Além disso, ndo abordaram o mecanismo pelo qual K. pinnata promove
a gastroprotecéo e cicatrizacdo de Ulceras gastricas.

Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de acidos organicos (PUCHER, 1942;
MARRIAGE; WILSON, 1971), alcaloides (OKWU; JOSIAH, 2006; BISWAS et al., 2011),
acidos graxos (ALMEIDA et al., 2000), bufadienolideos (YAMAGISHI et al., 1989;
SUPRATMAN et al., 2001; KAMBOJ; SALUJA, 2009), esteroides (KAMBOJ; SALUJA,
2010; BISWAS et al.,, 2011; AFZAL et al.,, 2012), gomas, carboidratos, mucilagem,
(MORTON, 1990; KAMBOJ; SALUJA, 2010; BISWAS et al., 2011), saponinas (OKWU;
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JOSIAH, 2006; BISWAS et al., 2011), taninos (OKWU; JOSIAH, 2006; CHATURVEDI,
JOSHI; DUBEY, 2012), terpenos (SIDDIQUI et al., 1989; KAMBOJ; SALUJA, 2010) e em
especial de flavonoides, sendo que varios foram isolados da espécie K. pinnata (GAIND;
GUPTA, 1971; MUZITANO et al., 2006a; MUZITANO et al., 2006b; TATSIMO et al.,
2012; FURER et al., 2013).

2.2 Estdbmago

A abordagem sobre anatomia do estdmago e fisiologia gastrica foi discorrida na
dissertagdo do mestrado (SOBREIRA et al.,, 2013). Assim, definiu-se abordar fatores

envolvidos na protecdo da mucosa gastrica e o cenario atual sobre a Ulcera péptica.

2.2.1 Mecanismos de Defesa da Mucosa Gastrica

A mucosa gastrica é exposta continuamente a varias substancias téxicas. Dessa
maneira, para assegurar a sua integridade mecanismos de defesa, que incluem componentes
pré-epitelial, epitelial e pds-epitelial sdo primordiais (Figura 2). O componente pré-epitelial
inclui barreira muco — bicarbonato garantindo a primeira linha de protecdo para a parede
gastrica. O componente epitelial consiste de uma continua camada de células interconectadas
por juncdes oclusivas formando uma barreira. Esta barreira esta envolvida na producdo de
muco, bicarbonato, prostaglandinas, entre outros. Por fim, o componente pds-epitelial da
defesa da mucosa gastrica inclui continuo fluxo sanguineo na mucosa, geracdo de
prostaglandinas e oxido nitrico (LAINE et al., 2008; TARNAWSKI, 2010; TARNAWSKI et
al 2014).
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Figura 2- Acgdo dos fatores lesivos sobre a barreira gastrica.
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Fonte: Boltin et al., (2014).

Prostaglandinas

As prostaglandinas possuem um papel primordial na defesa da mucosa gastrica
(WALLACE, 2008). A maioria das prostaglandinas produzidas pela mucosa gastrica no
homem e nos roedores sdo PGE, e PGIl, com menor quantidade de PGF,, e PGD;
(WALLACE et al., 2008). A acdo protetora das prostaglandinas E, é mediada principalmente
via receptor EP-1, enquanto que receptores EP-3 e EP-4 estdo envolvidos na secrecéo acida e
secrecdo de muco, respectivamente (LAINE, 2008).

Prostaglandinas estdo associadas com a protecdo da mucosa gastrica, pelo fato de
estimular a secrecdo de muco, bicarbonato e fosfolipideos, aumentar a microcirculacao
gastrica, os compostos sulfidrila e, na mucosa gastrica, reduzir a permeabilidade do epitélio e
consequentemente, a retro-difusdo de acido, além de reduzir a liberagdo de mediadores
inflamatdrios, como TNF-o, IL-1, entre outros, e diminuir a aderéncia dos leucdcitos no
endotélio vascular (BRZOZOWSKI, 2005; LAINE et al., 2008; WALLACE, 2008). Todos
estes efeitos corroboram para acelerar a cicatrizacdo de ulceras gastricas (WALLACE, 2008).

Oxido Nitrico (NO)

O oxido nitrico (NO), em conjunto com as prostaglandinas, sdo importantes

mediadores envolvidos na gastroprotecdo, ja que promovem a vasodilatacdo dos vasos
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sanguineos do sistema gastrointestinal contribuindo para a manutencdo da integridade da
mucosa gastrica. H& trés isoformas de Oxido nitrico sintase (NOS): NOS endotelial e NOS
neuronal, ambas sdo constitutivas, e NOS induzivel, expressa em macréofagos e neutrofilos. O
NO é sintetizado pela conversdo de L-arginina para L-citrulina pela NOS. O NO se difunde
para o endotélio dos masculos lisos, onde reage com guanilil ciclase soluvel (GCs),
conduzindo a um aumento celular do segundo mensageiro, monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc). O GMPc age via proteina quinase G, relaxando as células dos musculos lisos, com
subsequente aumento do didmetro do vaso e também do fluxo sanguineo (LANAS, 2008;
SZLACHCIC, 2013; MAGIEROWSKI,2015).

Grupamento Sulfidrila (SH)

Os grupamentos sulfidrila também participam do mecanismo de gastroprotecdo
evidenciado pelos agentes alquilantes, como N-etilmaleimide (NEM) que reverte qualquer
forma de protecdo da mucosa gastrica (SZABO, 2014).

Compostos sulfidrila tais como a glutationa reduzida (GSH), encontrada em altas
concentragfes no estdmago, sequestram radicais livres que sdo responsaveis por ocasionar
injuria ao tecido. Também estdo relacionados com a producdo e manutencdo do muco gastrico
e com efeito vasoprotetor. Deplecdo de GSH aumenta a peroxidacdo lipidica (SZABO,1990;
AVILA et al., 1996)

Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)

A angiogénese é uma etapa fundamental para o restabelecimento da microvasculatura
géastrica tornando-se essencial para a cicatrizacdo de ulceras gastricas (TARNAWSKI et al.,
2014). O VEGEF (fator de crescimento endotelial vascular) induz a migracédo celular endotelial
na cicatrizacdo de lesdes através de dois mecanismos, quimiotaxia (interagdo de células de
adesdo com a matriz extracelular) e vasodilatagdo, mediada pelo 6xido nitrico e prostaciclina
(BAO et al., 2009). O fator desencadeante € a hipoxia tecidual, ativando o gene que codifica
este fator de crescimento ocasinando a migracao, proliferacdo e formacéo de vasos capilares

restaurando a rede microvascular a partir de células endoteliais (TARNAWSKI et al., 2014).



29

2.2.2  Ulcera Péptica

A Ulcera péptica representa relevante importancia clinica, pois € uma das mais comuns
patologias do sistema digestério (MALFERTHEINER; CHAN; McCOLL; 2009; ARAUJO;
BORINI; GUIMARAES, 2014). Sio lesbes que podem se localizar na mucosa géstrica ou
duodenal. Apresenta-se como descontinuidade da mucosa do trato alimentar que se estende
através 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).

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,
macréfagos e a ocorréncia de proliferacdo de células endoteliais formando microvasos
(TARNAWSKI, 2005, 2010).

De acordo com a revisdo publicada de Araujo et al. (2014), a Ulcera duodenal é
geralmente diagnosticada em pacientes jovens, principalmente homens. Ja a Ulcera gastrica
ocorre mais comumente em pacientes adultos e idosos. No Brasil, dados epidemiol6gicos
revelaram que Ulceras duodenais sdo mais prevalentes do que Ulceras gastricas, na propor¢do
de 3:1, respectivamente. No Reino Unido a incidéncia de Ulcera péptica foi 12% maior em
homens do que em mulheres (ARAUJO; BORINI; GUIMARAES, 2014). A alta incidéncia
desta doenca ocorre geralmente em fumantes e usuarios regulares de AINEs (anti-
inflamatorios ndo esteroidais). A taxa de recorréncia da Ulcera apds o tratamento € alta, em
torno de 60%. Além disso, apresenta um significante impacto econémico. Por exemplo, 0
custo medio anual com servicos médicos para seu tratamento é de U$23819 nos Estados
Unidos (Bl et al., 2014).

A patogénese das Ulceras pépticas € resultante do desequilibrio entre fatores protetores
(prostaglandinas, muco, bicarbonato, fluxo sanguineo adequado, NO, dentre outros) e lesivos
(pepsina, &cido cloridrico e radicais livres) (KUMAR et al.; 2008; MALFERTHEINER,;
CHAN; McCOLL, 2009). Varios estimulos estdo relacionados a producgdo de fatores lesivos.
Abaixo serdo comentados os principais.

O estdbmago é exposto a uma quantidade maior de etanol ingerido, que qualquer outro
6rgdo (BOLTIN et al., 2014). O contato direto da mucosa gastrica com o etanol induz

modificagBes funcionais e metabdlicas, entre elas dano ao endotélio vascular da mucosa
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gastrica, desordem na microcirculacdo e isquemia resultando em aumento da producdo de
radicais livres (PAN et al., 2008; DOS REIS LIVERO et al., 2016).

A infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori (bactéria gram-negativa) também & um
fator que pode desencadear o aparecimento lesGes gastricas. Estudos epidemiologicos
revelaram a forte associacgdo entre a infecgdo por H. pylori com Ulceras gastricas e duodenais.
Aproximadamente 50% da populacdo mundial esta infectada por H. pylori. Cerca de 1 a 10%
dos pacientes infectados desenvolverdo Ulceras pépticas e 0,1 a 3% serdo acometidos com
carcinoma gastrico. No entanto, grande parte dos infectados nunca desenvolverao os sintomas
relacionados com a infeccdo desta bactéria. (MALFERTHEINER; CHAN; McCOLL, 2009;
MALNICK et al., 2014). Dados epidemiolégicos, reportados em um trabalho de reviséo,
revelaram a prevaléncia da infeccdo em uma limitada populacdo em varios estados brasileiros.
Alta prevaléncia (59,5% e 96%) foi observada no Rio de Janeiro (RJ) e em Sao Luis (MA),
respectivamente. Em S&o Paulo (SP), a prevaléncia foi abaixo de 65,6% em populagdo de
classe alta (ARAUJO; BORINI; GUIMARAES, 2014). Diversos fatores, que incluem o
sistema imune do hospedeiro e a cepa da bactéria, estdo envolvidos com a severidade da
doenca associada a infeccdo com H. pylori. Cepas de H. pylori que contém um fragmento
gendémico que codifica a ilha da patogenicidade cag (cag-PAIl) sdo mais virulentas em
comparagdo com as cepas de H.pylori que ndo possui esta ilha de patogenicidade (FARZAEI,
ABDOLLAHI; RAHIMI, 2015).

Anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINE) sdo medicamentos que promovem efeitos
anti-inflamatorios e analgésicos, sendo assim, muito utilizados pela populacdo mundial. Seu
uso, entretanto, é associado a complicagdes maléficas na mucosa gastrica (GOLDSTEIN;
CRYER, 2015). O principal mecanismo dos AINES est4 relacionado com a inibi¢cdo da
enzima ciclooxigenase (COX), prejudicando a producdo de prostaglandinas. Além disso,
altera o metabolismo do &cido araquiddnico da via COX para via da 5-lipoxigenase (LOX),
conduzindo a produgédo de leucotrienos. Portanto, os leucotrienos estdo sendo investigados
como potenciais mediadores no dano da mucosa gastrica (BOLTIN, 2014).

O estresse é uma ameaca aguda & homeostase de um organismo, que pode facilitar o
desenvolvimento de Ulceras gastricas. O fator de liberacdo de corticotrofina (CRF) é um
importante mediador na resposta fisioldgica ao estresse (BHATIA; TANDON, 2005). Em
situacdo de estresse ocorrera a liberacdo de adrenalina e cortisol pela glandula suprarrenal. O
excesso da liberagdo de ambos pode ocasionar o aumento de secrecdo de acido cloridrico e
pepsinogénio, diminuicdo da liberagdo de muco acarretando no aparecimento dessas lesoes
(MARSOLLA, 2009).
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O tabagismo também é um risco importante que contribui para a patogénese da Ulcera
péptica e também para o retardo na cicatrizagdo dessas lesbes. Ha4 mais de 5000 substancias
presentes no cigarro, dentre estas 150 sdo alcaloides, compostos fenodlicos, aldeidos volateis,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), nitrosaminas e metais pesados. Estes grupos
de substancias podem ocasionar morte celular, inibir a renovagéo celular, diminuigao do fluxo
sanguineo na mucosa géstrica, além de estarem envolvidos com o aparecimento de Vvarios

tipos de cancer do trato gastrointestinal (LI et al., 2014).

2.2.3 Antioxidantes na Defesa da Mucosa Gastrica

O estresse oxidativo é um estado de nivel elevado de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que ocasiona uma variedade de condicdes que estimulam tanto a producéo adicional de
ROS ou o declinio da defesa antioxidante (SUZUKI et al., 2012). Espécies reativas de
oxigénio sdo produzidas em resposta a radiacdo ultravioleta, cigarro, consumo exacerbado de
bebidas alcoolicas, ingestdo de AINE (anti-inflamatério ndo esteroidal), poluicdo, entre
outros. Estes fatores tém sido implicados em diversas patologias, incluindo a Ulcera péptica
(BHATTACHARYYA et al., 2014). Isso porque a interagdo dos radicais com DNA, lipideos
e proteinas resulta no dano celular e injuria ao tecido, acarretando no desenvolvimento da
inflamagdo (NILE at al., 2012; RUBIO; MOTILVA; ROMERO, 2013). Entretanto, a
exposicdo aos radicais livres provenientes de varias fontes conduziu o organismo a
desenvolver uma série de mecanismos de defesa podendo ser preventivos, reparadores e de
defesa antioxidante. Defesas antioxidantes enzimaticas incluem superéxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). Antioxidantes ndo-enzimaticos séo
representados pelo acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH),

carotenoides, flavonoides, entre outros (VALKO, et a., 2007).

Catalase (CAT)

A catalase (CAT) é uma enzima que contém o grupamento heme no centro catalitico.
Esta envolvida na conversao do perdoxido de hidrogénio (H,0,) em agua e O,. Esta enzima é
encontrada em organelas celulares, como peroxissomos e também nas mitocéndrias e
reticulo endoplasmatico, porém em quantidades menores (LIMON PACHECO;
GONSEBATT, 2009; PRIYA; PARMINDER; JASPREET, 2012).

2H;02 cary, 2H0+0;
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Superoxido Dismutase (SOD)

A superoxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do anion superoxido em
peroxido de hidrogénio como produto final da dismutacdo. Ha trés isoformas de SOD que
estdo localizadas no citoplasma, mitocondria ou no compartimento extracelular. Todas
possuem um ion metal como centro catalitico. A SOD citoplasmatica e extracelular possui
ions cobre e zinco (Cu/Zn-SOD), enquanto que a SOD mitocondrial possui ion manganés
(Mn-SOD). Outra isoforma de SOD contém ferro no centro catalitico, no entanto, esta
enzima € predominante em células procariontes, como por exemplo, bactérias (LIMON-
PACHECO; GONSEBATT, 2009; KWIECIEN et al., 2014).

207+ 2H" san,, H,O + O,

Glutationa Peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase (GPx) possui um importante papel na protecdo das células
contra efeitos deletérios da decomposicao de peroxidos. Isoenzimas de GPx sdo encontradas
em compartimentos citoplasmatico, mitocondrial e extracelular. A GPx converte a glutationa
(GSH), um tripeptideo que consiste de glutamato, cisteina e glicina, em glutationa oxidada
(GSSG) ocorrendo a reducdo do perdxido de hidrogénio em éagua e de hidroperdxidos
lipidicos em correspondentes alcodis estaveis (BHATTACHARYYA et al., 2014; LIMON-
PACHECO; GONSEBATT, 2009).

H20,+ 2GSH &4 2 H,0 + GSSG

Kwiecien et al. (2014) relataram que a formacao de lesGes gastricas esta relacionada a
alteracdo do status antioxidante da mucosa gastrica, acompanhada pela diminuicdo da
atividade de SOD, bem como da deplecdo de GSH. Antioxidantes sdo substancias
biologicamente ativas, podendo ser provenientes de alimentos, na maioria oriundos de
plantas (PRIYA; PARMINDER; JASPREET, 2012; PHAM-HUY; HE; HAM-HUY, 2008)
qgue fornecem beneficios a saude. Compostos polifendlicos, que incluem os flavonoides,
possuem um potencial antioxidante. Estes compostos agem no sequestro de radicais livres,

na reducdo de perdxidos, na interrupcao de reacdo em cadeia dos radicais, nas propriedades
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de quelacdo dos metais e na ativacdo de enzimas antioxidantes, como CAT e SOD
(FARZAEI; ABDOLLAHI; RAHIMI, 2015).

2.2.4 Inflamacéo e Marcadores Inflamatdrios

A inflamagdo em qualquer 6rgdo é a primeira defesa fisiologica, que inicia com
rapidas mudancas vasculares (aumento de permeabilidade e fluxo sanguineo), seguida por
eventos celulares (infiltracdo de células inflamatorias, caracteristica de inflamacéo aguda ou
cronica) (SZABO et al., 2014).

Neutréfilos, também denominados de leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) séo
células sanguineas brancas mais abundantes na circulacdo humana. Estas células se originam
rapidamente da proliferacdo de células progenitoras localizadas na medula 6ssea marrom.
Possuem um papel crucial na defesa imune inata contra patdgenos (bactérias e fungos) e
também estdo envolvidos no desenvolvimento da reacdo inflamatéria. A migracdo dos
neutrofilos para o sitio inflamatério ocorre quando ha uma injiria tecidual e/ou infeccBes. E
resultante de uma série de eventos altamente coordenados envolvendo a super-regulacéo da
expressdo de moléculas de adesdo e apresentacdo dos quimioatraentes. Estes eventos incluem
dilatacdo arteriolar, devido ao aumento do fluxo sanguineo no tecido, adesdo dos neutréfilos
circulantes ao endotélio e aumento da permeabilidade de capilares e vénulas as proteinas
plasmaticas e fluidos. O processo de captura e subsequente rolamento dos leucdcitos até o
endotélio é regulado pelas selectinas. L-selctina é expressa nos leucocitos e contribui para que
os neutrdfilos se liguem a células endoteliais, que sdo ativadas pelas citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL-1, TNF e outras produzidas em locais de inflamacdo (IVETIC;
RIDLEY, 2004; ABBAS et al., 2011).

A secre¢do de citocinas é de fundamental importancia na resposta inflamatoria. Fator
de necrose tumoral (TNF) e interleucina 1 (IL-1) s&o as principais citocinas envolvidas na
inflamacdo. Possuem efeitos no endotélio, nos leucocitos e fibroblastos e induzem reagdes
sistémicas de fase aguda, estimulando a expressdo das moléculas de adesdo endotelial e
secrecdo de outras citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, eicosanoides e NO
(KUMAR et al., 2010 ). A IL-8 € um dos mais potentes quimioatraentes para neutréfilos. Esta
quimiocina é produzida em resposta a varios estimulos pro-inflamatorios produzidos por
neutrdfilos, células endoteliais, fibroblastos, entre outras (KOBAYASHI et al., 2010).
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3. Objetivos

O presente projeto visa ao estudo das folhas de Kalanchoe pinnata, como um novo
potencial terapéutico mais efetivo e seguro no combate de Ulceras gastricas.
S&o objetivos especificos:

e Auvaliar o potencial citotoxico e fototoxico do extrato bruto e fracdo acetato de etila de
K. pinnata.

e Verificar a carga microbiana na droga vegetal e no extrato bruto de K. pinnata;

o Verificar a presenca de endotoxina no extrato bruto e na fracdo acetato de etila de K.
pinnata, por meio de ensaio in vitro;

e Avaliar a atividade anti-Helicobacter pylori do extrato bruto de K. pinnata;

¢ Realizar o perfil cromatogréafico do extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata
e identificar substancias (provaveis marcadores);

e Quantificar a substancia majoritaria quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a- L-
ramnopiranosideo no extrato bruto de K. pinnata;

e Auvaliar os mecanismos de acdo envolvidos na acdo gastroprotetora do extrato bruto e
na fracdo acetato de etila de K. pinnata, por meio do envolvimento de COX-1, COX-2,
NO e grupamentos sulfidrila;

e Auvaliar a atividade cicatrizante do extrato bruto de K. pinnata, por meio de anélise
histolégica e imuno-histoquimica, bem como avaliar a atividade antioxidante das
enzimas catalase, glutationa peroxidase e superéxido dismutase possivelmente
envolvidas nos mecanismos de acgao;

e Auvaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato bruto e fracdo acetato de etila de
K.pinnata e do homogenato de estbmago de ratos tratados com extrato bruto de K.
pinnata pela metodologia de ORAC;

e Verificar o potencial anti-inflamatério do extrato bruto de K. pinnata e da sua
substdncia majoritaria, quercetina  3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a- L-
ramnopiranosideo, em neutréfilos humanos estimulados por LPS, por meio da

producéo das citocinas TNF-a, IL-8 e L-selectina.
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4. Metodologia

4.1 Coleta do Material Vegetal

Folhas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Crassulaceae), foram fornecidas pelo
Dr. ilio Montanari Junior, Coordenador da Divisdo de Agrotecnologia do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA-UNICAMP).
Diversas coletas foram realizadas ao longo de dois anos. Exsicata de K. pinnata foi
depositada no herbario CPMA (Colecdo de Plantas Medicinais e Aromaticas), localizado no
CPQBA-UNICAMP, sob numero 337. A espécie foi identificada pela botanica Katia Calago.

4.2 Elaboragédo do Extrato Bruto e Fracionamento

As folhas de K. pinnata 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 maceracgdo, as folhas
rasuradas ficaram em contato com o liquido extrator, etanol 70% por 7 dias, na proporgao
1:10 (massa da droga vegetal versus liquido extrator). O procedimento foi realizado de
acordo com a Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil (1959). O extrato hidroetandlico
70% foi concentrado a pressdo reduzida em evaporador rotativo a temperatura de 40°C,
resultando no extrato bruto. A dgua remanescente do extrato bruto foi retirada pelo processo
de liofilizagdo.

O extrato bruto liofilizado de K. pinnata, ressuspenso em agua destilada, foi
fracionado por particdo liquido-liquido com cloroférmio e acetato de etila na proporcdo de
10g de extrato para 100 mL de solvente. Foram realizadas trés extracGes com cada solvente.
Primeiramente, a amostra foi dissolvida em &gua destilada e transferida para um funil de
separagdo. Efetuada esta etapa, foi adicionado o solvente cloroférmio. Essa mistura foi
submetida a agitacdo. A fracdo cloroférmica foi recolhida, filtrada com sulfato de sodio
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 fracdo aquosa foi

liofilizada (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica da elaboracéo do extrato bruto e fracGes de Kalanchoe
pinnata.
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4.3 Avaliacdo da Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) sob coordenacdo da Profé. Dré. Patricia
Santos Lopes.

A avaliacdo da citotoxicidade do extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata
foi realizada em ceélulas de fibroblastos murinos BALB/c 3T3 clone A31 ATCC CCL-163,
com passagem celular correspondente a P21 (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-
OPERATION AND DEVELOPMENT, 2010). As amostras foram diluidas em DMSO (0,5%)
e as diluicOes realizados em meio DMEM, suplementado com Soro Bovino Fetal (10%). A
interferéncia do DMSO foi avaliada, testando-os nas mesmas concentracdes e condi¢fes nas
amostras. As concentracOes testadas para o extrato bruto de K. pinnata foram de 0,11 a 1,6
mg/mL. J& as concentragOes testadas para a fragdo acetato de de etila de K. pinnata foram de
0,03 a 0,4 mg/mL. Para ambas as diluicbes foram utilizadas o fator de diluicdo de 1,47
(ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2010),

obtendo-se seis concentracdes intermedidrias as anteriormente descritas.
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Foram semeadas 20.000 células de BALB/c 3T3 em cada pogo, em placa de 96 pocos
e incubadas a 37°C em atmosfera imida e 5% de CO,, por 24 horas. Em seguida, 100 pL de
cada diluicdo, em sextuplicata, foram adicionadas. Apos 24 horas de incubacdo, o meio de
cultura foi retirado, os pocos foram lavados com solucdo salina a 0,9% (p/v) e, entéo,
adicionados 100 pL de corante vital Neutral Red em meio de cultura. Passados trés horas, os
pogos foram aspirados e foram adicionados 150 pL de solugdo “dessorb” (49% (v/v) de agua
destilada, 1% (v/v) de acido acético glacial e 50% (v/v) de alcool etilico) e apds 10 minutos
de agitacdo em agitador de placas, a leitura das absorbancias foi realizada em 540 nm em
Leitor de Placas Multi - Detection microplate reader Synergy — BIOTEK.

Os resultados foram analisados pelo programa Phototox® e calculados os valores de
IC1o (concentragdo que inibe 10% de células desafiadas) e 1Cso (concentragdo que inibe 50%
de celulas desafiadas). O valor de I1Csq foi utilizado para predizer um valor de DLsp com 0
auxilio da equacdo abaixo (Equacéo 1) podendo ser utilizado como dose de inicio no ensaio
de toxicidade oral aguda (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2010).

Equacéo 1. Determinagdo da Dose Letal Mediana para Misturas
Log LDso (mg/kg) = 0,372 x log ICso (ug/mL) + 2,024

Onde:
LDsy - dose letal mediana; ICsy - concentracdo que inibe 50% de células desafiadas
(ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2010).

4.4 Avaliacdo da Fototoxicidade

O ensaio de fototoxicidade foi realizado no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP) sob coordenacdo da Prof? Dr2 Patricia
Santos Lopes.

O ensaio de fototoxicidade foi realizado para o extrato bruto e fracdo acetato de etila
de K. pinnata, conforme o teste validado preconizado pela Organisation for Economic Co-
operation and Development (2004). DMSO (0,5%) foi utilizado para solubilizar as amostras e
as diluicdes realizadas em PBS suplementado com 0,1% de célcio e 0,13% de magnésio.
Foram preparadas concentragdes entre 0,01 a 0,18 mg/mL para o extrato bruto de K. pinnata e
0,003 a 0,04 mg/mL para a fracdo acetato de etila de K. pinnata, utilizando 1,47 como fator de

diluicéo.
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Foram semeadas 20.000 células de BALB/c 3T3 clone A31 (ATCC CCL-163) em
cada poco, em placa de 96 pocos e incubadas por 24 horas. A passagem celular para o
experimento corresponde a P7. Foram preparadas duas placas para cada amostra (extrato
bruto, fracdo acetato de etila de K. pinnata e DMSOQ). As placas foram condicionadas por 1
hora em incubadora de CO,, antes da exposicdo a radiagdo UVA. Trés placas de amostras
foram submetidas a exposicdo da luz UVA, enquanto que as trés restantes foram mantidas nas
mesmas condicBes, porém sem a exposicdo da luz UVA, durante 1 hora e 30 minutos, para
alcancar 5 J/lcm?. Ap6s o perfodo de exposicdo, as amostras foram retiradas e 0s pogos
lavados com PBS suplementado. Em seguida o tampé&o foi retirado e acrescentado meio de
cultura. As placas foram incubadas em estufa (37°C / 5% CO;) por 24h. Apoés esse periodo,
100 uL de corante vital Neutral Red foi adicionado nos pogos viaveis. Passados trés horas, 0s
pogos foram aspirados e foram adicionados 150 pL de solugdo “dessorb” (49% (v/v) de agua
destilada, 1% (v/v) de acido acético glacial e 50% (v/v) de alcool etilico) e ap6s 10 minutos
de agitacdo em agitador de placas, a leitura das absorbancias foi realizada em 540 nm em
Leitor de Placas Multi - Detection microplate reader Synergy — BIOTEK.

Para anélise da fototoxicidade foi utilizado o Photo Irradiation Factor (PIF) calculado
a partir dos resultados obtidos. Foi utilizado o programa Phototox® para a obtencdo deste
valor. O valor de PIF é calculado pela divisdo dos valores de ICsq (-Irr) que corresponde a
50% de morte celular na auséncia de luz e de 1Cso (+1rr) que corresponde a 50% de morte

celular na presenca de luz. A equacdo segue abaixo (Equacéo 2).

Equacéo 2. Determinacéo do valor de PIF

PIF = 1Csq (-111)
ICso (+1rr)

Onde: ICs (-Irr) que corresponde a 50% de morte celular na auséncia de luz e de ICs, (+1rr) que
corresponde a 50% de morte celular na presencga de luz (ORGANISATION FOR ECONOMIC
CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2004).

4.5 Carga Microbiana

Analise microbiolégica foi realizada para verificar a carga microbiana da droga
vegetal e do extrato bruto de K. pinnata por meio da contagem de micro-organismos viaveis
totais, empregando-se 0 metodo de contagem em placas (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).
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Amostras de 10g da droga e de extrato bruto de K. pinnata foram dispersas em
90 mL de tampéo fosfato pH 7,2. Aliquotas de 10 mL de cada dispersdo foram adicionadas
em 100 mL de &gua peptonada e realizadas dilui¢bes seriadas. Foi adicionado 1 mL de cada
diluicdo em placa de Petri e vertido agar triptona de soja (TSA) e gar Sabouraud dextrose.
Foram utilizadas duas placas para cada diluicdo e para cada meio de cultura. A placa com
agar triptona de soja (TSA) foi incubada a 37,5°C por 48 horas para crescimento bacteriano
e em agar Sabouraud dextrose foi incubada a 25°C por 7 dias, para crescimento de bolores e
leveduras (SOUSA, 2006).

4.6 Endotoxinas

Quantificacdo de endotoxinas foi realizada para o extrato bruto e fracdo acetato de
etila de K. pinnata. Este experimento foi executado no laboratdrio de controle de qualidade
microbioldgico na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, sob
orientacdo do prof. Dr. Felipe Rebello Lourenco.

Trata-se de ensaio cinético que consiste na deteccdo de endotoxinas, complexos
relacionados a membrana externa de bactérias Gram-negativas. Para o teste utilizou-se o kit
Lonza®-Limulus Amebocyte Lysate Pyrogent™-5000. As amostras foram misturadas com o
reagente reconstituido de Lisado de Amebdcitos de Limulus (LAL) e o monitoramento foi
realizado durante 60 minutos, em leitor de microplacas, para a verificagdo do aparecimento da
turbidez. O tempo de reacdo € inversamente proporcional a quantidade de endotoxinas
presentes nas amostras. A concentracdo de endotoxinas nas amostras foi calculada através da

curva de calibracéo utilizando E. coli 055:B5.

4.7 Avaliacdo da Atividade Anti - Helicobacter pylori do Extrato Bruto de K. pinnata

Este experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia da FCF/UNESP em
Araraquara, sob supervisdo da Profa. Dra. Tais Maria Bauab.

Para o desenvolvimento da técnica foi utilizada a cepa de Helicobacter pylori ATCC
43504, empregando a técnica de microdiluicdo para determinar valores de Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM). H. pylori foi inoculado em placas de 4gar Mueller-Hinton contendo
5% de sangue ovino e incubados a 36°C por 72 horas, em atmosfera de CO, 10%. Indculos

foram preparados no mesmo meio e a densidade ajustada para padréo de McFarland igual a
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2,0. A suspensdo de micro-organismo foi diluida para 1:10 e um volume de 100uL foi
adicionado em cada pogo da microplaca. Em seguida foram acrescentados mais 100puL de
meio Mueller-Hinton suplementado com soro bovino fetal a 10%. Concentracdes de 0,5 a
1000 pg/mL foram obtidas a partir de 100uL do extrato bruto de K. pinnata, transferidos para
0 primeiro poco de cada coluna da placa de 96 pocos e diluidos serialmente. As solugdes para
0 extrato bruto foram preparadas em DMSO 2%. Amoxicilina foi utilizada como controle e a
CIM foi obtida apds incubacdo das microplacas a 36°C por 72 horas em atmosfera de CO; a
10%. As CIMs foram determinadas como a menor concentracdo onde nao foi observado
crescimento. A revelacdo foi facilitada pela adicdo de 20 pL de solucdo de resazurina (100
pHg/mL) em cada poco, com incubacdo de 2 horas. A coloracdo rosa indica o crescimento
bacteriano, ja a coloracdo azul indica o contrario. O ensaio foi realizado em triplicata (SILVA
et al, 2015).

4.8 Quantificagdo da Quercetina  3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-

ramnopiranosideo no Extrato Bruto de K. pinnata

A substancia quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo foi
isolada da fracdo acetato de etila de K. pinnata e identificada por técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear (SOBREIRA et al., 2017). Esta substancia foi selecionada para tal analise,
pois foi considerada como marcador da espécie K. pinnata em um estudo de atividade anti-
leishmania, no qual os autores relataram que a mesma esta presente em abundancia na espécie
(MUZITANO et al., 2006b). O extrato bruto e a substancia isolada foram analisados no

equipamento Shimadzu® com bombas LC-20A, loop de 20 pL, detector PDA (Photodiode
Array), fluxo de 1 mL/min e coluna Thermo Scientific® C18 ODS Hypersil ® de 250 mm x

4,6 mm, tamanho de particula de 5 um. Apds elui¢cdes de otimizacdo foi estabelecido um
sistema isocratico (A: agua Mili-Q com acido trifluoracético 0,1%, B: 23% de acetonitrila-
ACN). Para a identificagdo da substancia isolada no extrato bruto de K. pinnata foram feitas
comparagOes dos tempos de retencdo encontrados no extrato bruto com o tempo de retencao
da substancia isolada. Apds esta analise preliminar, foram realizadas injecGes de uma
guantidade estabelecida (0,05 mg/mL) da substancia isolada adicionada ao extrato bruto (1,0

mg/mL) e analisados novamente o tempo de retencéo e area do pico.
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A quantificacéo da quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo
foi realizada pelo método de padrdo externo, utilizando a curva de calibracdo construida a
partir deste mesmo flavonoide (area do pico x massa mg/mL), através da integracdo dos picos.
Foram preparadas seis concentracdes diferentes (0,16 mg/mL, 0,14 mg/mL, 0,12 mg/mL, 0,1
mg/mL, 0,08 mg/mL e 0,06 mg/mL) da substéncia isolada. A quantidade de quercetina 3-O-a-
L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo no extrato bruto de K. pinnata foi obtida
analisando-se a area deste flavonoide no extrato bruto de K. pinnata com as areas obtidas
utilizando solugbes com concentragdes conhecidas preparadas a partir deste mesmo

flavonoide. Todas as andlises foram feitas em triplicata.

4.9 ldentificacdo de Substancias presentes no Extrato Bruto e Fracdo Acetato de

Etila de K. pinnata

O extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata foram submetidos a andlises
cromatograficas e de identificacdo com o propoésito de realizar uma comparacdo fitoquimica

entre ambos.

A separacdo do extrato bruto de K. pinnata foi realizado em equipamento Shimadzu®
com bombas LC-20AD, detector SPD-20A, injetor automatico SIL 20AC, fluxo de 1 mL/min

e coluna Thermo Scientific® C18 ODS Hypersil de 250 mm x 4,6 mm, tamanho de
particula de 5 um. A amostra foi eluida no seguinte sistema isocratico: A: agua Mili-Q com
acido formico 0,1%, B: 23% de acetonitrila-ACN. O espectrometro de massas acoplado ao
HPLC utilizado foi Esquire 3000 Plus- Bruker Daltonics® com ionizagéo eletrospray (ESI) e
deteccdo no modo positivo, nas seguintes condicdes: voltagem do capilar 4500 V, temperatura
de dessolvatacdo 325°C, fluxo de gés de secagem (N, g) igual a 9 I/min e fluxo da fase mével
para amostra 100 pL/min.

A separagdo da fragdo acetato de etila de K. pinnata foi executada em equipamento
Shimadzu® com bombas LC-20AD, detector SPD-20A, injetor automatico SIL 20AC, fluxo
de 1 mL/min e coluna Thermo Scientific® C18 ODS Hypersil de 250 mm x 4,6 mm,
tamanho de particula de 5 um. . A amostra foi eluida no seguinte sistema isocratico: A: agua
Mili-Q com é&cido férmico 0,1%, B: 23% de acetonitrila-ACN . O espectrdmetro de massas
acoplado ao HPLC utilizado foi Esquire 3000 Plus- Bruker Daltonics com ionizagédo

eletrospray (ESI) em modo positivo, nas seguintes condic¢des: voltagem do capilar 4500 V,
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temperatura de dessolvatacdo 325°C, fluxo de gés de secagem (N g) igual a 9 I/min e fluxo
da fase movel para amostra 100 pL/min.

A fracdo acetato de etila também foi eluida em sistema CLAE semi-preparativo
composto por equipamento Shimadzu® com bomba LC-6AD, detector UV-Vis SPD- 207,
fluxo de 10 mL/min e coluna Shimadzu® C18 Shim-pack PREP-ODS de 250 mm x 20 mm,
tamanho de particula 5 um. Utilizou-se o sistema solvente descrito acima.

Para a identificacdo, a substancia isolada por CLAE semi-preparativo foi solubilizada
em DMSO deuterado, (CD3),SO, e submetida a analises de Ressonancia Magnética Nuclear
por *H em equipamento Brucker 300 operado a 500 MHz para obter o espectro de hidrogénio.

Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm relativo ao sinal do solvente.

4.10 Ensaios Biologicos

4.10.1 Animais

Foram utilizados Rattus novergicus, linhagem Wistar, machos (150 a 200g)
provenientes do biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo (FCF-USP). Foram mantidos em gaiolas apropriadas, com ciclo de claro-escuro
regulado para 12 horas, com umidade aproximada de 55+10%. O projeto foi submetido a
CEUA da FCF-USP e aprovado sob o numero de CEUA/FCF/426.

4.10.2 Atividade Antitlcera Aguda do Extrato Bruto - Modelo de Inducéo
por Etanol e Acido Cloridrico

Para a avaliacdo da relacdo dose-efeito da atividade antitlcera gastrica foi empregado
0 modelo de inducdo aguda por etanol acidificado (MI1ZUI; DOTEUCHI, 1983).

Ratos Wistar machos foram mantidos em jejum de 12 horas antes de cada
experimento, com livre acesso a agua. Os testes foram realizados com grupos de 7 animais.
Aos animais foram administrados, por via oral, técnica de gavagem, suspensdo aquosa do
extrato bruto de K. pinnata nas doses de 100 mg/kg, 200 mg/kg, 400 mg/kg, controle
negativo (agua 10 mL/kg) e controle positivo (cloprostenol 150 pg/kg). O cloprostenol é um
analogo da prostaglandina PGF—2a, que possui atividade citoprotetora na mucosa gastrica
(NEUGHEBAUER et al., 1992). Transcorridos trinta minutos, foi administrado, por via oral,
acido cloridrico a 0,3M (10 ml/kg) em etanol a 60% a todos os animais. Apds uma hora da
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administracdo do indutor, os animais foram eutanasiados em camara de CO,. Os estdbmagos
foram retirados, abertos pela curvatura maior e prensados entre placas de vidro. A &rea das
ulceracdes foi medida através do programa Image Pro-Plus®.

Os resultados foram apresentados através das medidas de Area Total da Lesdo (ATL),
em mm2, e Area Relativa da Lesdo (ARL), em porcentagem, calculada segundo a férmula

abaixo (Equacao 3).

Equacéo 3. Area relativa da lesdo (%).
ARL=ATL/AT x 100
Onde: ARL= Area relativa da lesdo (%); ATL= Area total de lesio (mm?); AT= Area total do

estdmago (mm?2);

4.10.3 Atividade Antillcera Aguda da Fracdo Acetato de Etila - Modelo de

Inducéo por Etanol e Acido Cloridrico

Para a avaliacdo da relacdo dose-efeito da atividade antitlcera gastrica foi empregado
0 modelo de inducéo aguda por etanol acidificado (MIZUI; DOTEUCHI, 1983).

Ratos Wistar machos foram mantidos em jejum de 12 horas antes de cada
experimento, com livre acesso a agua. Os testes foram realizados com grupos de 7 animais.
Foram administrados aos animais a fracdo acetato de etila nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg.
Para os animais do grupo controle negativo foi administrado, por via oral, técnica de
gavagem, agua (1ml/100g de animal) e para os animais do grupo controle positivo,
Cloprostenol (150ug/kg).

Transcorridos trinta minutos, foram administrados, por via oral, acido cloridrico 0,3 M
(10 ml/kg) em etanol a 60% a todos os animais. Apos uma hora da administracdo do indutor,
0s animais foram eutanasiados em camara de CO,. Os estbmagos foram retirados, abertos
pela curvatura maior e prensados entre placas de vidro. A area das ulceracGes foi medida
através do programa Image Pro-Plus®.
Os resultados foram apresentados através das medidas de Area Total da Lesdo (ATL),
em mm?, e Area Relativa da Lesdo (ARL), em porcentagem, calculada segundo a equago 3.
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Equacdo 3. Area relativa da lesdo (%).
ARL=ATL/AT x 100
Onde: ARL= Area relativa da lesdo (%); ATL= Area total de lesdo (mm?); AT= Area total do

estdbmago (mm2).

4.10.4 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol Acidificado em Animais pré-

tratados com Indometacina

Para a avaliacdo do envolvimento da via COX na acdo gastroprotetora, ratos Wistar
machos (150-200g) em jejum de 12 horas foram utilizados. Os animais foram divididos em

oito grupos. Primeiramente, a quatro grupos de animais foi administrada, por via

subcutanea, indometacina na dose de 10 mg/kg (Indocid®) e aos quatro grupos restantes
foi administrada salina (10 mL/kg). Indometacina foi solubilizada em NaHCO; 0,5% e
diluida em salina. Trinta minutos apds a administracdo de indometacina e salina, 0s animais
receberam por via oral, &gua (ImL/ 100g), cloprostenol (150ug/kg) e dose mais ativa do
extrato bruto (400 mg/kg) e da fracdo acetato de etila (200 mg/kg) de K. pinnata. Passados
30 minutos, foi administrado o agente ulcerativo (&cido cloridrico 0,3 M em etanol a 60%),
por via oral. Uma hora depois, os animais foram eutanasiados em cédmara de CO, Os
estbmagos foram retirados, abertos pela curvatura maior e prensados entre placas de
®

vidro. A area das ulceracbes foi medida através do programa Image Pro-Plus
(ADAPTADO DE MATSUDA, 1999).

4.10.5 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol Acidificado em Animais pré-

tratados com Etoricoxibe

Com a finalidade de avaliar o envolvimento da COX-2 na gastroprotecdo, ratos Wistar
machos (150-200g) em grupos com 7 animais foram utilizados. Os animais foram divididos

em oito grupos. Primeiramente, a quatro grupos de animais foram administrados, por via

subcuténea, etoricoxibe (Arcoxia®) na dose de 90 mg/kg e nos quatro grupos restantes foi
administrada salina, via subcutanea (10 mL/kg). 30 minutos ap6s a administracdo de
etoricoxibe e salina, os animais receberam por via oral (gavagem), agua (1mL/ 100g),
cloprostenol (150ug/kg), e dose mais ativa do extrato bruto (400 mg/kg) e da fragdo acetato
de etila (200 mg/kg) de K. pinnata. Passados 30 minutos, foi administrado o agente
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ulcerativo (acido cloridrico 0,3 M em etanol a 60%), por via oral. Uma hora depois, 0s
animais foram eutanasiados em camara de CO, Os estdbmagos foram retirados, abertos
pela curvatura maior e prensados entre placas de vidro. A érea das ulceragdes foi medida
através do programa Image Pro-Plus® (ADAPTADO DE MATSUDA, 1999).

4.10.6 Ulcera gastrica Induzida por Etanol Acidificado em Animais pré-

tratados com N- ethylmaleimide (NEM)

Para avaliar o envolvimento dos grupos sulfidrila na acdo gastroprotetora, ratos
Wistar machos (150-200g) em jejum de 12 horas foram divididos em grupos (n=7). Os
animais foram divididos em oito grupos. Primeiramente, a quatro grupos de animais foram
administrados, por via intraperitoneal, NEM (10 mg/kg) e nos quatro grupos restantes foi
administrada salina volume (10 mL/kg), via intraperitoneal. 30 minutos apos a administragéo
de NEM e salina, os animais receberam, por via oral, dgua (1mL/ 100g), cloprostenol
(150png/kg), e dose mais ativa do extrato bruto (400 mg/kg) e da fracdo acetato de etila (200
mg/kg) de K. pinnata. Passados 30 minutos, foi administrado o agente ulcerativo (&cido
cloridrico 0,3M em etanol a 60%), por via oral. Uma hora depois, os animais foram
eutanasiados em camara de CO, Os estdbmagos foram retirados, abertos pela curvatura
maior e prensados entre placas de vidro. A area das ulceracBes foi medida através do
programa Image Pro-Plus® (ADAPTADO DE MATSUDA, 1999).

4.10.7 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol Acidificado em Animais pré-

tratados com N-nitro-L- arginine methyl-ester (L-NAME)

A fim de avaliar o envolvimento de 6xido nitrico (NO) na acdo gastroprotetora, ratos
Wistar machos (150-200g) em jejum de 12 horas foram divididos em grupo com 7 animais.
Os animais foram divididos em oito grupos. Primeiramente, a quatro grupos de animais
foram administrados, por via intraperitoneal, L-NAME, inibidor da oxido nitrico sintase (70
mg/kg) e nos quatro grupos restantes foi administrada salina, via intraperitoneal (10 mL/kg).
30 minutos ap6s a administracdo de L-NAME e salina, os animais receberam, por via oral,
agua (LmL/ 100g), cloprostenol (150ug/kg), e dose mais ativa do extrato bruto (400 mg/kg) e
da fracdo acetato de etila (200 mg/kg) de K. pinnata. Passados 30 minutos, foi administrado

0 agente ulcerativo (&cido cloridrico 0,3 M em etanol a 60%), por via oral. Uma hora
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depois, os animais foram eutanasiados em camara de CO, Os estdmagos foram retirados,
abertos pela curvatura maior e prensados entre placas de vidro. A éarea das ulceragdes foi
medida através do programa Image Pro-Plus® (ADAPTADO DE MATSUDA, 1999).

4.10.8 Ulcera Subaguda- Modelo de Inducéo por Acido Acético

A avaliagdo da atividade antitlcera subaguda foi realizada conforme a técnica escrita
por Okabe e Amagase (2005). Foram utilizados 08 animais por grupo (controle, tratado e
farmaco de referéncia). Antes da incisao cirargica, os animais foram mantidos em jejum de 12
horas com livre acesso a agua.

Primeiramente, 0s animais foram anestesiados com ketamina (90 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg). Logo depois, foi utilizado um forceps modificado para a aplicagdo e contencéo de
acido acético 100% na regido da serosa do estbmago, em uma regido de 5 mm de diametro.
Apbs 60 segundos, a solucdo de acido acético foi removida do estbmago e substituida por
salina para a limpeza do local. O abddmen do animal foi suturado e o corte tratado com
alcool iodado. A partir do segundo dia ap6s a cirurgia, 0 extrato bruto das folhas de K.
pinnata foi administrado, por via oral, diariamente nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg,
durante 7 dias. J4, para os animais do grupo controle negativo foi administrado, por via oral,
adgua (1mL/100g de animal). O farmaco de referéncia utilizado foi o lansoprazol
Prazol®(30mg/kg).

No final do tratamento os animais foram eutanasiados em cémara de CO,. As
ulceracBes foram avaliadas pelo programa de Image Pro-Plus®. Os resultados foram
expressos em porcentagem de area relativa de leséo.

Foi necessario executar dois experimentos utilizando esta metodologia. Isso porque o
material de analise, neste caso o estbmago, do animal, foi utilizado para avaliar a atividade
antioxidante in vivo e para a analise imuno-histoquimica. Infelizmente, o material de estudo
ndo foi utilizado para ambas analises simultaneamente por questdes de processamentos

diferentes e quantidade insuficiente do material.
4.11 Analise Histoldgica e Imuno-Histoquimica
Os estdbmagos foram fixados em formol a 10% e ap0s o processo de desidratacdo e

diafanizacdo o material foi incluido em parafina formando blocos para a realizacéo de cortes
(5 um). As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) para a realizacdo de analise
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histoldgica. Foi realizada também a coloracdo de tricrbmico de Mallory para verificacdo de
fibras colagenas.

Para a deteccdo imuno-histoquimica de VEGF, anticorpo monoclonal de camundongo
anti-VEGF (Abcam ab1316) (1:800) foi utilizado em cortes (5 um) de tecido gastrico, que
foram desparafinados em xilol e re-hidratados em banhos consecutivos de alcool. A
recuperacdo antigénica foi realizada com tampao citrato 10mM pH 6,0 em panela de presséo
(Pascal, DakoCytomation, USA). Para o bloqueio da peroxidase endogena foi utilizado o
peroxido de hidrogénio 6% em temperatura ambiente e para o bloqueio de proteinas
inespecificas 0 CAS-Block™ (Invitrogen), por 10 minutos, em temperatura ambiente. Os
cortes foram incubados com o anticorpo primério, por 60 minutos em temperatura ambiente.
A deteccdo do complexo antigeno/anticorpo foi realizada com Picture Max (Invitrogen). O
processo de coloracdo usado foi com o cromogeno diaminobenzidina (DAB,
DakoCytomation) e a contra coloragdo com hematoxilina de Harris. Os cortes foram
analisados em microscopio éptico Olympus BX51 acoplado com o software de captura de
imagens Image-ProPlus® version 5.1.2. Para a analise quantitativa foram selecionados 3-5
campos diferentes da margem direita da Ulcera para cada lamina e os resultados foram
expressos em porcentagem. Esta analise foi realizada no laboratério de Biologia Celular e do

Desenvolvimento sob orientacdo da profé. Dr?. Patricia Gama.

4.12 Ensaios de Atividade Antioxidante in vivo

A atividade antioxidante in vivo das enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) e a capacidade de sequestrar radical peroxil, pelo
método de ORAC, foram avaliadas em homogenato de estbmago de todos animais ensaiados,
os quais foram submetidos a inducdo de ulcera subaguda e tratados com extrato bruto de K.
pinnata durante 7 dias. Esta etapa da pesquisa foi realizada no laboratorio de Lipides,
Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental, da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da USP sob coordenacédo do Prof. Dr. Jorge Mancini Filho.

Preparo do homogenato do estdmago

O estdbmago foi homogeneizado em homogeneizador Ultra Turrax, em banho de gelo,
com 1mL de tampdo fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0. O homogenato foi centrifugado a

3.500 rpm por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido e utilizado para determinar a
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atividade das enzimas catalase (CAT), superdéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GPx) e para avaliar a atividade antioxidante pelo método de ORAC.

4.13 Determinacdo da Atividade de Enzimas Antioxidantes

Catalase (CAT)

A catalase promove a detoxificacdo do H,O, a H,O e O, Neste experimento foi
quantificada a velocidade de decomposicdo do perdxido de hidrogénio pela enzima, a um
comprimento de onda de 230 nm. O meio reacional foi composto por H,O, 10 mM (10 pL de
peridrol 30% em 10 mL de H,O ultrapura, tampdo Tris HClI 1M EDTA 5 mM pH 8,0. Foi
utilizado 985 pL do meio de reacdo e 15 pL do homogenato. As amostras foram incubadas a
uma temperatura de 37°C e a leitura realizada a cada minuto, durante 6 minutos. Esta
metodologia foi descrita por Beutler (1975). As analises foram realizadas em duplicata e o0s
resultados foram expressos em U/mg de proteina.

Uma unidade (U) da catalase correspondeu a atividade da enzima que permitiu a

hidrélise de 1 umol de H,O, por minuto a 37 °C em pH 8,0.

Superdxido Dismutase (SOD)

A metodologia utilizada foi de McCord e Fridovich (1969). A SOD catalisa a
dismutagdo dos anions peroxidos a H,O, e O, Nesta analise foi verificada a producédo de &nion
superoxido produzido pela xantina oxidase na presenca da xantina. O anion superdxido
produzido reduz o citocromo C. A leitura foi realizada a cada minuto, durante 6 minutos a 550
nm a uma temperatura de 25°C. O meio de reagdo foi composto por citocromo C 100 mM,
xantina 500 uM, EDTA 1 mM, KCN 200 uM em tampdo fosfato de potéssio 0,05 M pH 7,8.
Foi utilizado 1 mL do meio reacional, 10 pL de xantina oxidase diluida em tampéo fosfato de
potassio 0,05 M pH 7,8 e 15 puL do homogenato. As andlises foram feitas em duplicata e 0s
resultados foram expressos em U/mg de proteina.

Considerou-se uma unidade (U), a atividade da enzima que promoveu 50 % de

inibicdo da reacdo da xantina a 25 °C em pH 7,8.
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Glutationa Peroxidase (GPx)

A metodologia utilizada para a determinacdo da GPx foi descrita por Sies (1979).
Nesta analise ocorre a oxidacdo do NADPH durante a reducdo da glutationa oxidada (GSSG)
catalisada pelas enzimas glutationa redutase. O meio reacional foi composto por tampéao
fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0, EDTA 5 mM pH 7,0, glutationa 1M - 0,1 mL, glutationa
redutase 0,1 U/mL, NADPH 20 mM e &gua ultrapura. Foi utilizado 1mL deste meio, 10 pL do
homogenato e 10 pL de peroxido de terc-butila 0,5 mM. A leitura foi realizada a cada minuto
no periodo de 6 minutos, a uma temperatura de 30°C em um comprimento de onda de 340
nm. As andlises foram feitas em duplicadas e os resultados expressos em U/mg de proteina.

Uma unidade (U) da enzima foi definida como atividade da enzima que oxidou 1 pmol
de NADPH por minuto a 30 °C em pH 7,0.

4.14 Avaliacdo da Atividade Antioxidante em Homogenato de Estdmago pelo
Meétodo de ORAC

A atividade antioxidante do homogenato de estdbmago foi determinada pelo método de
ORAC utilizando Leitor de Placas Multi - Detection microplate reader Synergy — BIOTEK
(Vermont, ESTADOS UNIDOS), excitacdo em 493 nm (filtro 485/20) e emissdo em 515 nm
(filtro 528/20). Foram adicionados em uma placa de 96 pocgos, 25uL do homogenato de
estdbmago e 150 uL de uma solucéo de fluoresceina 40 nM. Esta mistura foi incubada a uma
temperatura de 37°C por 15 min antes da adi¢do de 25 pL da solugéo do radical peroxila 2,2’-
azobis (2-amidinopropano) di-hidrocloreto (APPH) 153 mM a 37°C, que da inicio a reacdao. A
intensidade de fluorescéncia foi verificada a cada 1 minuto até o tempo final de 1 hora.

A capacidade antioxidante do homogenato foi determinada pela equacdo de
regressdo entre uma curva padrdo de Trolox e a area sob a curva de decaimento de
fluoresceina (AUC), e os resultados foram expressos em mM equivalentes de Trolox/mg de
proteinas. Os pocos externos foram preenchidos com 200 pL de agua para garantir a
homogeneidade térmica a placa (ADAPTADO DE CAO et al, 1993).

Quantificacao de Proteinas do Homogenato de Estdmago

A determinacdo do contetdo de proteinas presente no homogenato de estbmago foi

realizada segundo o método de Bradford (1985). Foi feita uma curva com solucdo padrdo de
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albumina bovina (0,8 a 20 pg), com a finalidade corrigir os resultados pela concentracdo de

proteinas presentes no homogenato.

4.15 Avaliacdo da Atividade Antioxidante in vitro

4.15.1 Meétodo ORAC (Capacidade de Absorcédo de Radicais de Oxigénio)

A Capacidade de absorcéo de radicais de oxigénio foi avaliada de acordo com Prior e
colaboradores (2003). Foram adicionados, em microplacas de 96 pocos, 25uL de extrato bruto
e da fracdo acetato de etila de K. pinnata, solubilizadas em tampéo fosfato 75 mM pH 7,4 e
150 pL de uma solugéo de fluoresceina 40 nM. Esta mistura foi incubada a uma temperatura
de 37°C por 15 min antes da adi¢do de 25 uL da solugdo do radical peroxila 2,2’-azobis (2-
amidinopropano) di-hidrocloreto (APPH) 153 mM, que da inicio a reagdo. A intensidade de
fluorescéncia foi verificada a cada 1 minuto até o tempo final de 1 hora, em Leitor de Placas
Multi - Detection microplate reader Synergy — BIOTEK excitacdo em 493 nm (filtro 485/20)
e emissdo em 515 nm (filtro 528/20).

A capacidade antioxidante foi determinada pela equacdo de regressdo entre uma
curva padrdo de Trolox e a area sob a curva de decaimento de fluoresceina (AUC), e o0s
resultados foram expressos em umol equivalente de Trolox/g de amostra seca. Os pogos
externos foram preenchidos com 200 pL de agua para garantir a homogeneidade térmica da

placa.

4.15.2 Avaliacdo do Potencial Anti-inflamatério de K. pinnata

4.15.3 Isolamento e Cultura de Neutréfilos

Esta etapa do projeto foi realizada na Universidade Cruzeiro do Sul, sob orienta¢do da

profé. Dr. Elaine Hatanaka. O projeto foi submetido a CEP-Cruzeiro do Sul e aprovado sob o
numero de 077/2015.
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Neutrofilos foram obtidos de voluntarios humanos saudaveis, em dias diferentes. Ao
sangue doado foi adicionado Histopaque® e levado a centrifugacdo por 30 minutos a 4° C em
400G. Apos a centrifugacdo, fases diferentes foram formadas (plasma, linfocitos/mondcitos,
Histopaque® e eritrécitos/neutréfilos). O plasma, linfécitos/monécitos e Histopaque® foram
desprezados. Os eritrécitos/ neutrofilos foram resuspendidos em tampédo fosfato (PBS-NaCl
137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,4 8,0 mM, KH,PO,4 1,5 mM- pH= 7,2-7,3). Aos eritrocitos foi
adicionada solucéo lise (NH4Cl 150 mM, NaHCO3; 10 mM, EDTA Na 0,1 mM- pH=7,3) e
submetidos a centrifugacdo por 10 minutos a 4° C em 400G. A solucéo lise foi utilizada até
que o pellet de neutrdéfilos ficasse bem claro. Apds a obtengdo do pellet de neutréfilos, este foi
ressuspendido em PBS e realizada a contagem de células com uso de cadmara de Neubauer.

As condicdes de incubacédo dos neutréfilos foram: meio de cultura RPMI — 1640 com
10% suplementado com SBF (soro bovino fetal) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA)
adicdo de 10° células por poco em placa de cultura, & 37° C e 5% de CO,. O niimero de
celulas viaveis foi determinado por contagem em camara de Neubauer por excluséo de trypan
blue em microscdpio Optico. Tratamentos foram preparados dissolvendo o extrato bruto de K.
pinnata e quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo (QAR),
substancia majoritaria isolada da fracdo acetato de etila de K. pinnata, em PBS.
Dexametasona foi utilizado como referéncia de farmaco anti-inflamatorio. Foi empregado o
sal de fosfato dissodico da dexametasona, pois € solivel em &gua. A concentracdo do extrato
bruto de K. pinnata foi determinada ap6s a quantificacdo do flavonoide isolado presente no
extrato. Para o controle foram usadas células ndo tratadas. As analises foram realizadas em
duplicatas para cada um dos trés voluntarios.

Os neutréfilos foram transferidos para placas de 96 pocos na concentracdo de 10°
células por poco (densidade de células= 3x 10’ cel/mL) e foi adicionado o extrato bruto de K.
pinnata, QAR e dexametaxona. Esses tratamentos também foram testados com a adigdo
concomitante de um estimulo positivo, LPS (5ug/mL) para a verificacdo de producédo de
citocinas. As concentracfes utilizadas estdo na tabela abaixo (Tabela 1). Apos o tempo de
incubac&o, por 4 horas, as placas de cultura foram centrifugadas a 400G por 5 min a 4°C. O
precipitado (pellet) foi utilizado para as analises de necrose e apoptose em citdmetro de fluxo
(Citbmetro BD, ACCURI C6). O sobrenadante foi armazenado em freezer -80°C para o
doseamento de citocinas (BORGES et al., 2014).
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Tabela 1. Concentracbes de extrato bruto de Kalanchoe. pinnata, QAR isolado de
Kalanchoe. pinnata e dexametasona utilizados na avaliacdo do potencial anti-inflamatorio.

Amostras Concentragéo
Extrato bruto de K. pinnata 0,05; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5 mg/mL
QAR 0,004; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,12 mg/mL
Dexametasona 1; 2 uM/mL

4.15.4 Ensaio de Integridade de membrana (Necrose Celular)

As placas de cultura foram cultivadas conforme descrito acima. O precipitado (pellet)
foi ressuspendido em 150 pL de PBS e 15 pL de iodeto de propidio (IP) (1 mg de IP em 10
mL de PBS) e as placas analisadas por citometria de fluxo (Citémetro BD, ACCURI C6). O
iodeto de propidio (IP) é um composto fluorescente altamente solivel em agua que néo
penetra em membranas celulares integras, permitindo identificar células com perda de
integridade de membrana (Figura 4). A fluorescéncia foi medida usando o canal FL2 (laranja
— vermelho 585/42 nm). Dez mil eventos foram analisados por experimento e as células com
fluorescéncia foram analisadas pelo software Cell Quest (Becton— Dickinson) (BORGES et
al., 2014).

Figura 4- Histogramas da intensidade de fluorescéncia da analise de integridade da
membrana plasmaética emitida por células de duas amostras diferentes. (a) Em células integras
ndo ha passagem de IP pela membrana; (b) Células com membranas rompidas permitirdo a
entrada de IP.
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Fonte: Peres e Curi (2005).
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4.15.5 Ensaio de fragmentacdo de DNA (Apoptose)

Apos o tempo de incubacdo, por 4 horas, as placas de cultura foram centrifugadas a
400G por 5 min a 4° C. O precipitado (pellet) foi ressuspendido em 200 pL de solucéo
hipotodnica (0.1% citrato de sodio, 0.1% Triton-X-100, 0.1% de iodeto de propideo em PBS),
e entdo incubado por 30 min a 4°C. Esse detergente permeabiliza as células permitindo a
entrada do corante que se incorpora a fragmentos de DNA. As células com DNA integro
emitirdo alta fluorescéncia. Em contrapartida, as células que apresentarem DNA fragmentado
emitirdo menor fluorescéncia, indicando apoptose. A fluorescéncia foi medida usando o canal
FL2 (laranja — vermelho 585/42 nm). Dez mil eventos foram analisados por amostra pelo
software Cell Quest (Becton— Dickinson) (Figura 5) (BORGES et al., 2014).

Figura 5- Histogramas de fluorescéncia da analise de fragmentacdo de DNA, emitida por
celulas de duas amostras diferentes. (a) Quando o IP se liga ao DNA integro ira emitir alta
fluorescéncia; (b) A fragmentacdo de DNA acarreta uma menor ligacdo do IP gerando
eventos com baixa fluorescéncia.
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Fonte: Peres e Curi (2005).

4.15.6 Determinacdo de Marcadores Inflamatdrios (ELISA)

A determinacdo dos niveis de citocinas (TNF-a, IL-8 e L-selectina) foi avaliada pelo
método de Elisa, com a utilizagdo de Kits adquiridos da R&D Systems (DuoSet kit; R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA).



56

4.16 Forma de Analise dos Resultados

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico, através da analise de
variancia (ANOVA) e Tukey ou Dunnett.

Os dados originais foram transformados em raiz quadrada ou Box Cox para corrigir
erros de normalidade e/ou da heterocedasticidade. J4, os dados de citocinas foram
normalizados divindo pelo valor da média. Efetuado isso, tratamento estatistico foi
empregado, atraves da analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnett. As
analises foram feitas através de comparagfes entre o grupo controle negativo e grupos que
receberam o tratamento com os extratos vegetais, com p < 0,05. Para realizacdo dos célculos

foi utilizado o software Graph-Prism 5.



Resultados
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5 Resultados

5.1 Elaboragéo do Extrato Bruto e das Fragdes
5.1.1 Kalanchoe pinnata
Para a elaboracdo do extrato bruto, o processo extrativo utilizado foi a maceracao.
Foram realizadas cinco coletas durante o periodo de trés anos. Os dados dos rendimentos
referentes a droga vegetal, preparacdo do extrato bruto e ao fracionamento seguem abaixo

(Tabela 2, Tabela 3 e Tabela 4).

Tabela 2- Rendimento da droga vegetal de K. pinnata ap6s o processo de secagem.

Data da coleta Folhas frescas (g) Droga vegetal (g) Rendimento (%)
13/08/2013 5176,65 476,13 9,2
31/10/2013 5229,74 486,69 9,3
27/05/2014 4983,72 553,18 11,1
07/11/2014 2161,21 246,72 11,4
12/03/2015 5816,93 530,59 9,1

Tabela 3- Rendimento do extrato bruto de K. pinnata apds o processo de secagem.

Data da coleta Droga vegetal (g) Extrato bruto (g) Rendimento (%0)
13/08/2013 465,09 52,29 11,2
31/10/2013 486,69 51,59 10,6
27/05/2014 553,18 54,52 9,8
07/11/2014 246,72 36,89 15,0

12/03/2015 530,59 79,97 15,1
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O fracionamento foi realizado utilizando 80g de extrato bruto.

Tabela 4- Rendimento das fragdes preparadas a partir de 80g de extrato bruto de K. pinnata.

Fracgdo Massa da fracéo (g) Rendimento (%)
Cloroformica 6,39 7,9%
Acetato de Etila 2,49 3,0%
Aquosa 44,39 55,4%
Total 539 66,3%

5.2 Avaliacédo da Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando oito concentracdes diferentes para o
extrato bruto e fracdo acetato de etila, obtidas a partir do fator de dilui¢cdo de 1,47. A curva de
viabilidade celular foi calculada a partir dos resultados de absorbancia provenientes do ensaio
de citotoxicidade. Foram realizados varios experimentos e as representacdes graficas dos
resultados se referem ao ultimo experimento (Figura 6). Nao foram encontrados valores de
ICso para o controle de DMSO, dessa maneira, verifica a auséncia de interferéncia do solvente
na viabilidade celular do extrato bruto e da fracdo acetato de etila de K. pinnata. Os valores
percentuais de viabilidade celular foram expressos como média + erro padrdo. O valor de 1Cs
foi obtido pelo programa Phototox®.

O extrato bruto de K. pinnata apresentou viabilidade celular de 80,49% + 8,40% a
37,48% + 13,89% nas concentragdes de 0,11 a 1,6 mg/mL. J& a fragdo acetato de etila de K.
pinnata exibiu viabilidade celular de 107,94% + 3,79% a 75,83 £ 7,81 nas concentracdes de
0,03 a 0,4 mg/mL. O valor encontrado para o extrato bruto de K. pinnata referente ao ICyp e
ao ICx foi de 0,060 mg/mL e 0,926 mg/mL, respectivamente. O valor da DLsg calculada a
partir do valor de ICs, foi de 1341,46 mg/kg. Ja para a fracdo acetato de etila ndo foi possivel
obter valor de ICsy nas concentragdes testadas (0,03-0,4 mg/mL).



60

Figura 6- Curvas de viabilidade celular apds tratamento do extrato bruto, fracdo acetato de
etila de K. pinnata e DMSO, em diferentes concentragdes, em células de fibroblastos murinos
BALB/c 3T3.
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5.3 Avaliacéo da Fotoxicidade

No ensaio de fototoxicidade utilizaram-se oito concentragcdes diferentes de extrato
bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata e foram obtidos valores de Photo Irradiation
Factor (PIF) pelo progama Phototox® (Figura 7). De acordo com o guia da Organisation for
economic Co-operation and DevelopmenT (2004), valores de PIF < 2 prevé auséncia de
fototoxicidade; PIF > 2 e < 5 prevé provavel fototoxicidade; e PIF > 5.

O extrato bruto de K. pinnata apresentou valor de PIF= 1,00, indicando auséncia de
fototoxicidade. Auséncia de fototoxicidade também foi observada para fragdo acetato de etila,
pois apresentou o seguinte valor PIF=1,00.
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Figura 7- Curvas de viabilidade celular apds tratamento do extrato bruto, fracdo acetato de
etila de K. pinnata e DMSO, em diferentes concentragdes, em células de fibroblastos murinos
BALB/c 3T3 apds exposicdo a luz UVA e ao abrigo.
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5.4  Carga microbiana

A contagem microbiana foi realizada para bactérias aerdbias/mesofilas e bolores
e leveduras na droga vegetal e extrato bruto de K. pinnata. Os resultados foram comparados
com aqueles estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude-OMS (WHO, 2007). No
extrato bruto ndo houve contagem para nenhum dos micro-organismos analisados. Abaixo,

0s resultados da contagem microbiana na droga vegetal de K. pinnata (Tabela 5).
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Tabela 5- Carga microbiana encontrada na droga vegetal de K. pinnata.

Carga Microbiana Maximo OMS
(Droga Vegetal) UFClg
Bactérias 6,9x10* UFC/g 10°
Bolores e Leveduras 2,4x 10° UFC/g 10°

55 Endotoxinas

O ensaio de endotoxinas foi realizado para o extrato bruto e fragdo acetato de etila de
K. pinnata. A metodologia utilizada foi Limulus Amebocyte Lysate (LAL). Na tabela 6 estéo
apresentados os resultados. De acordo com a Farmacopeia Americana (USP) a dose maxima

permitida que o ser humano possa receber é de 5 UE/kg, por via endovenosa (USP, 2012).

Tabela 6- Quantidade de endotoxinas presentes no extrato bruto e fracdo acetato de etila de
K. pinnata em EU/Kg.

Amostras Quantidade de endotoxinas em UE/kg
Extrato bruto <4,0.10° UE/kg
Fracdo acetato de etila <2,7.10° UE/kg

56  Avaliacdo da atividade anti - Helicobacter pylori do Extrato Bruto de K.

pinnata

O extrato bruto de K. pinnata foi avaliado para a verificacdo da atividade anti
Helicobacter pylori. No entanto, a amostra testada nédo teve atividade com Concentracéo
Inibitoria Minima (CIM) >1000 ug/mL. Amoxicilina, controle positivo, apresentou uma CIM
de 31,25 ug/mL.

5.7 Quantificagdo da Quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-
ramnopiranosideo no Extrato Bruto de K. pinnata por CLAE

O cromatograma do extrato bruto de K. pinnata nas condigdes otimizadas esta
ilustrado na Figura 8. O cromatograma do flavonoide quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil
(1—2) a-L-ramnopiranosideo esta apresentado na Figura 9. Os espectros UV-Vis do pico A e

pico B estdo detalhados na Figura 10. Na Figura 11 esta apresentado o cromatograma de uma
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quantidade estabelecida (0,05 mg/mL) da quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) o-L-
ramnopiranosideo adicionada ao extrato bruto de K. pinnata (Img/mL).

Figura 8- Cromatograma do extrato bruto (1mg/mL) de Kalanchoe pinnata.
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Legenda: Equipamento Shimadzu com bombas LC-20% loop de 20 pL, detector PDA (Photodiode
Array), fluxo de 1 mL/min e coluna Thermo Scientifice C180DS Hypersil de 250 mm x 4,6 mm,
tamanho de particula de 5 um. Isocratico de ACN (23%) em H20 + TFA a 0,1% em 20 min.

Figura 9- Cromatograma da quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) o-L-
ramnopiranosideo (0,1mg/mL).
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Legenda: Equipamento Shimadzu com bombas LC- 202 loop de 20 pL, detector PDA (Photodiode
Array), fluxo de 1 mL/min e coluna Thermo Scientifice C18 ODS Hypersil de 250 mm x 4,6 mm,
tamanho de particula de 5 um. Isocratico de ACN (23%) em H20 + TFA a 0,1% em 20 min.

Figura 10- Espectros UV-Vis pertencentes ao extrato bruto de K. pinnata (A) e do padréo
quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo (B).
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Figura 11- Cromatograma da quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) o-L-
ramnopiranosideo (0,05mg/mL) adicionado ao extrato bruto de K. pinnata (Img/mL).
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Legenda: Equipamento Shimadzu com bombas LC- 20?, loop de 20 pL, detector PDA (Photodiode

Array), fluxo de 1 mL/min e coluna Thermo Scientific® C18 ODS Hypersil de 250 mm x 4,6 mm,
tamanho de particula de 5 um. Isocratico de ACN (23%) em H20 + TFA a 0,1% em 20 min.

A curva de calibracdo de quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-
ramnopiranosideo foi realizada em triplicata (Figura 12). A quantificacdo deste flavonoide no
extrato bruto também foi realizada em triplicata.

Figura 12- Curva de calibracdo de quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) o-L-
ramnopiranosideo por CLAE.
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Verificou-se que a concentracdo de quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-
ramnopiranosideo no extrato bruto de K. pinnata foi de 9,64 + 2,3 g/100g de extrato bruto, o

que corresponde a 0,11% na planta fresca.

5.8 Identificacdo de Substancias presentes no Extrato Bruto e Fracdo Acetato de
Etila de K. pinnata
Foram identificados 6 (1, 2, 3, 4, 5 e 6) substancias no extrato bruto e 8 (1, 1.1, 2, 3, 4,

5, 5.1 e 6) substancias na fracdo acetato de etila de K. pinnata. As substancias identificadas
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foram: miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo (1), miricetina-3-
O-rhamnopiranosideo (1.1), mearnsetina-3-O-pentosilramnopiranosideo (2), quercetina 3-O-
a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo (3), quercetina 3-O-B-D-xilopiranosil-
(1—2)-a-L-ramnopiranosideo (4), e quercitrina (5), 4°,5,7-tri-hidroxi-3’,8-dimetoxiflavona 7-
O-p-D-glicopiranosideo (5.1), kaempferol-3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-
ramnopiranosideo (6). As substancias 3 e 5 ja foram previamente isoladas e identificadas na
fracdo acetato de etila (ICHIKAWA; OGURA; IJIMA, 1986; MUZITANO et al., 2006a;
2006b; SOBREIRA et al., 2017) (Figura 13 e Figura 14).
Usou-se o recurso dos dados provenientes da ressonancia magnética nuclear de *H e
espectrometria de massas para identificacdo da substancia 2 (Tabela 7). As demais
substancias foram identificadas pela analise do espectro de massas e seus fragmentos (Tabela

8). Os dados de espectro de massas ESI* e MS? e de espectro de H estdo no apéndice.

Figura 13- Cromatograma HPLC-UV (254 nm) do extrato bruto (A) de K. pinnata.
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Legenda: Equipamento Shimadzu com bombas LC- 20AD, loop de 20 pL, detector SPD-20A, fluxo

de 1 mL/min e coluna Thermo Scientific® C18 ODS Hypersil de 250 mm x 4,6 mm, tamanho de
particula de 5 um. Isocratico de ACN (23%) em H20 + &cido férmico a 0,1% em 25 min. (1)
miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo; (2 mearnsetina-3-O
pentosilramnopiranosideo; (3) quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo; (4)
guercetina 3-O-B-D-xilopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo; (5) quercitrina; (6) kaempferol-3-O-
a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo.
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Figura 14- Cromatograma HPLC-UV (254 nm) da fracdo acetato de etila (B) de K. pinnata
e das substancias isoladas.
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Nota: Equipamento Shimadzu com bombas LC- 20AD, loop de 20 pL, detector SPD-20A, fluxo de
1 mL/min e coluna Thermo Scientific® C18 ODS Hypersil de 250 mm x 4,6 mm, tamanho de
particula de 5 um. Isocratico de ACN (23%) em H20 + &cido férmico a 0,1% em 25 min. (1)
miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo; (1.2) miricetina-3-O-
rhamnopiranosideo; (2) mearnsetina-3-O pentosilramnopiranosideo; (3) quercetina 3-O-o-L-
arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo; (4) quercetina 3-O-B-D-xilopiranosil-(1—2)-a-L-
ramnopiranosideo; (5) quercitrina; (5.1) 4’,5,7-tri-hidroxi-3’,8-dimetoxiflavona 7-O-B-D-
glicopiranosideo; (6) kaempferol-3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo.

Tabela 7- Dados de RMN *H (500 MHz) de mearnsetina-3-O-pentosilramnopiranosideo (2),
substancia isolada de Kalanchoe pinnata.

N° H-NMR, (CD,),SO,
ppm
6 6.19, d, J=2.15 Hz
8 6.36, d, J=1.85 Hz
2 6.88's
6’ 6.88 s
OCH; 3.79s
17 5.19s
2” 3.97m
3” 3.53m
4” 3.15m
57 3.32m
6” 0.84d, J=6.1 Hz
1> 4.14,d, J=7.0 Hz
2”’
3 54.91-3.56
4”’

599,




Tabela 8- Identificacdo dos constituintes quimicos do extrato bruto e fracio acetato de etila de K. pinnata por LC-ESI-MS?

Pico m/z Extrato bruto ldentificacdo Fracédo acetate de etila Referéncias
TR uv [M+H]*  MS? Fragmentag&o de TR uv [M+H]* MS? Fragmentacéo de
(min) Amax(nm) m/z ions (min)  Amax(nm) m/z ions
1 596 5.4 209 596.9 542.8 [M+H-3H,01* Miricetina 3-O-a-L-arabinopiranosil- 5.9 208 597.3 465 [M+H-Ara]* FURER et al., 2013
263 464.7 [M+H-Ara]* (1—2)-0-L-ramnopiranosideo 264 447 [M+H-Ara-H,01"
349 428.9 [M+H-Ara-2H,0]* 341 319 [M+H-Ara-Rham]*
318.6 [M+H-Ara-Rham]*
1.1 i k k k s s Miricetina 3-O-ramnopiranosideo 6.5 208 465.2 318.9 [M+H-Rham]* FURER et al., 2013
260
349
2 610 7.1 206 611 583.9 [M+H-H,0]" Mearnsetina 3-O- pentosil 7.7 202 611.2 479 [M+H-pentose]* MAHMOUD.,. et al., 2001
266 478.8 [M+H-pentose]* ramnopiranosideo 269 333 [M+H-pentose-
348 442.7  [M+H-pentose-2H,0]" 347 Rham]*
332.6  [M+H-pentose-Rham]*
6] 580 7.8 205 581 448.8 [M+H-Ara]* Quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil- 8.7 205 581.2 449 [M+H-Ara]* MUZITANO et, al.
255 302.6 [M+H-Ara-Rham]* (1—2)-a-L-ramnopyranosideo 255 302.9 [M+H-Ara-Rham]* 2006b, ICHIKAWA,
348 348 1986
4 580 8.5 206 581.2 476.7 Quercetina 3-O-B-D-xilopiranosil- 9.5 205 581.3 449 [M+H-Xyl]* SLOWING et, al., 1994
255 448.7 [M+H-Xyl]* (1—2)-o-L-ramnopyranosideo 255 431 [M+H-Xyl-H,0T*
348 412.6 [M+H-Xyl-2H,0]* 347 413 [M+H-Xyl-2H,0]"
302.6 [M+H-Xyl-Rham]* 303 [M+H-Xyl-Rham]*
5 448 9.1 205 448.7 430.7 [M+H-H,0]* quercitrina 10.2 204 449.1 302.9 [M+H-Rham]* MUZITANO. et, al.
255 302.5 [M+H-Rham]* 255 2006a
349 348
5.1 492 * * * * * 4°,5,7-tri-hidroxi-3,8-dimetoxiflavona 7- 13.2 254 493.2 331 [M+H-GIc]* MUZITANO et, al.
O-B-D-glicopiranosideo 349 2006b, FURER et al.,
2016
6 564 118 206 565 432.8 [M+H-Ara]* Kaempferol-3-O-a-L-arabinopyranosil- 13.6 201 565.3 433 [M+H-Ara]* FURER et al., 2013
264 396.6 [M+H-Ara-2H,0]" (1—2)-0-L-ramnopiranosideo 263 415.1 [M+H-Ara-H,0]"
339 286.6 [M+H-Ara-Rham]* 341 397 [M+H-Ara-2H,0]"
286.9 [M+H-Ara-Rham]*

Legenda: TR- tempo de
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retencdo; m/z- relagdo massa/carga; [M+H]"- ion molecular; * ndo foi identificado no extrato bruto de K. pinnata.
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5.9 Atividade Antitlcera

Todos os ensaios foram realizados em datas diferentes no periodo da manhda, porém,
na mesma sala de procedimentos do Biotério da FCF-USP. Os resultados dos ensaios de
atividade antitlcera aguda com o extrato bruto e a fracdo acetato de etila de K. pinnata estdo
apresentados nas Figuras 15 e 16, respectivamente. J& 0s ensaios de mecanismo de acao
envolvidos na gastroprotecdo estdo demonstrados nas Figuras 17, 18, 19 e 20. As Figuras
21, 22, 23, 24 e 25 exibem os resultados relacionados a atividade antitlcera subaguda. Os
resultados estdo expressos em média de area relativa de lesdo (%) com seus respectivos erro

padréo.

5.9.1 Atividade Antitlcera Aguda do Extrato Bruto - Modelo de Inducéo

por Etanol e Acido Cloridrico

O gréfico abaixo representa o resultado da avaliagdo de atividade antidlcera, em ratos,
do extrato bruto de K. pinnata apds a administracdo de trés doses diferentes (100, 200 e 400

mg/kg) e do indutor.etanol acidificado (Figura 15).

Figura 15- Atividade antitlcera aguda do extrato bruto de Kalanchoe pinnata em diferentes
doses em modelo de inducgéo por etanol acidificado.
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Legenda: n=6-7; Dose de Cloprostenol (controle positivo): 150 pg/kg. Os resultados estdo expressos
em média + erro padréo. (*) Os dados foram transformados para raiz quadrada. ANOVA seguido do
teste de Dunnett com **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.9.2 Atividade Antitlcera Aguda da Fracdo Acetato de Etila - Modelo de

Inducéo por Etanol e Acido Cloridrico

O gréfico abaixo representa o resultado da avaliacdo de atividade antitlcera em ratos,
apos a administracao de trés doses diferentes da fracdo acetato de etila (50, 100 e 200 mg/kg)

e do indutor.etanol acidificado (Figura 16).

Figura 16- Atividade antillcera aguda da fracdo acetato de etila de Kalanchoe pinnata em
diferentes doses em modelo de inducéo por etanol acidificado.
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Legenda: n=7; Dose de Cloprostenol (controle positivo): 150ug/kg. Os resultados estdo expressos em
média * erro padrédo. (*) Os dados foram transformados para raiz quadrada. ANOVA seguido do teste

de Dunnett com ***p<0,001.
5.9.3 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol Acidificado em Animais pré-

tratados com Indometacina

Neste modelo experimental foi avaliado o envolvimento da via COX, na agédo
gastroprotetora do extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata apds pré-tratamento

dos ratos com indometacina (Figura 17).
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Figura 17- Atividade antitlcera aguda do extrato bruto - EB (400mg/kg) e fracdo acetato
de etila - FA (200 mg/kg) de Kalanchoe pinnata em animais pré-tratados com
indometacina (10 mg/kg) apds inducao de Ulcera por etanol acidificado.

Area Relativa de les&o (¥)

Legenda: n=6-7; Dose de Cloprostenol (controle positivo): 150 w/kg. Dados expressos em média +
erro padrdo. (*) Os dados foram transformados para raiz quadrada. As barras horizontais indicam
comparacOes entre grupos pre- tratados com salina e indometacina realizadas pelo ANOVA seguido
do teste de Tukey * p<0,05, ** p<0,01 e ns ndo significativo.

5.9.4 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol Acidificado em Animais pré-

tratados com Etoricoxibe

Neste modelo experimental foi avaliado o envolvimento da via COX-2, através do pré-
tratamento com etoricoxibe, na acdo gastroprotetora do extrato bruto e fracdo acetato de etila

de K. pinnata (Figura 18).
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Figura 18- Atividade antitlcera aguda do extrato bruto - EB (400mg/kg) e fragdo acetato de
etila - FA (200 mg/kg) de Kalanchoe pinnata em animais pré-tratados com Etoricoxibe (90

mg/kg) apos inducdo de uUlcera por etanol acidificado.
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Legenda:n=4-7; Dose de Cloprostenol (controle positivo): 150 p/kg. Dados expressos em média *
erro padrdo. (*) Os dados foram transformados para raiz quadrada. As barras horizontais indicam
comparacdes entre grupos pré- tratados com salina e etoricoxibe realizadas pelo ANOVA seguido do
teste de Tukey; ns ndo significativo.

5.9.5 Ulcera gastrica Induzida por Etanol Acidificado em Animais pré-

tratados com N- ethylmaleimide (NEM)

Neste modelo experimental foi avaliado a participagdodos grupamentos sulfidrila,
através do pré-tratamento com N- ethylmaleimide (NEM), na acdo gastroprotetora do extrato

bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata (Figura 19).
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Figura 19- Atividade antitlcera aguda do extrato bruto - EB (400mg/kg) e fragdo acetato de
etila - FA (200 mg/kg) de Kalanchoe pinnata em animais pré-tratados com NEM (10 mg/kg)
apos inducéo de ulcera por etanol acidificado.

Area Relativa de les&o (*)

Legenda: n=7; Dose de Cloprostenol (controle positivo): 150 p/kg. Dados expressos em média + erro
padrdo. (*) Os dados foram transformados para raiz quadrada. As barras horizontais indicam
comparagdes entre grupos pré- tratados com salina e NEM realizadas pelo ANOVA com teste
posterior de Tukey, * p<0,05, p<0,01, ns ndo significativo.

5.9.6 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol Acidificado em Animais pré-

tratados com N- nitro-L-arginine methyl-ester (L-NAME)

Neste modelo experimental foi avaliada a participacdo do Oxido nitrico, através do
pré-tratamento com N- nitro-L-arginine methyl-ester (L-NAME), na a¢do gastroprotetora do

extrato bruto e fragdo acetato de etila de K. pinnata (Figura 20).
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Figura 20- Atividade antitlcera aguda do extrato bruto - EB (400mg/kg) e fracdo acetato de
etila - FA (200 mg/kg) de Kalanchoe pinnata em animais pré-tratados com L-NAME (70
mg/kg) apos inducdo de uUlcera por etanol acidificado.

Area Relativa de les&o (*)

Legenda: n=7; Dose de Cloprostenol (controle positivo): 150 p/kg. Dados expressos em média + erro
padrdo. (*) Os dados foram transformados para raiz quadrada. As barras horizontais indicam
comparagOes entre grupos pré- tratados com salina e L-NAME realizadas pelo ANOVA seguido do
teste de Tukey, * p<0,05; ns ndo significativo.

5.9.7 Ulcera Subaguda- Modelo de Inducéo por Acido Acético

A avaliacdo macroscopica dos estbmagos dos animais com Ulceras gastricas (modelo
subagudo) foi realizada ap6s o tratamento com o extrato bruto de K. pinnata nas doses de

200, 400 mg/kg e lansoprazol (30 mg/kg) durante 7 dias (Figura 21).
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Figura 21- Atividade antitlcera subaguda do extrato bruto de Kalanchoe pinnata em
diferentes doses em modelo de indugdo por &cido acético.
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Legenda: n=7-8; Dose de Lansoprazol (controle positivo): 30mg/kg. Os resultados estdo expressos
em média % erro padrdo. (*) Os dados foram transformados para raiz quadrada. Os ndmeros em
porcentagem indicam a protecdo em relagéo ao grupo tratado com dgua. ANOVA seguido do teste de
Dunnett com *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

5.9.8 Analise Histoldgica e Imuno-Histoquimica

Foi realizada analise histoldgica subjetiva dos estbmagos de animais submetidos a
inducdo de Ulcera gastrica, por acido acético, apds 7 dias de tratamento, com o extrato bruto
de K. pinnata nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, agua e lansoprazol (30 mg/kg). Observou-
se que o0s grupos tratados com as doses de 200 e 400 mg/kg de extrato bruto de K. pinnata e
lansoprazol exibiram uma melhor resposta em relacdo a cicatrizacdo quando comparados
com cortes histolégicos do grupo controle (agua). O grupo 100 mg/kg ndo demonstrou uma

melhora da cicatrizacao das lesdes gastricas em relacdo ao controle negativo (Figura 22).
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Figura 22- Fotomicrografia de corte histol6gico de parede gastrica de rato, com reproducdo
experimental de lesdo ulcerativa induzida por &cido acético, com sete dias de tratamento com
agua, 200 mg/kg, 400 mg/kg de extrato bruto de K. pinnata e lansoprazol (30mg/kg).

A B

Agua 40x

200 ma/ka 40x

Lansoprazol 4x Lansoprazol 40x

Legenda: A coluna A mostra a fase de transicao entre a area lesionada e area cicatrizada (grupo Agua)
e as demais figuras indicam a fase de transicdo entre a area regenerada e ndo lesionada. Coloracao:
Hematoxilina-eosina. Aumento: 4x. A coluna B apresenta a area com formacdo de tecido de
granulacdo e deposito de feixes de fibras coladgenas discretos ( f), fibroblastos (4) infiltrado
inflamatdério moderado com predominio de células polimorfonucleares (neutréfilos) (T) (grupo Agua).
As figuras seguintes demonstram a area com formagdo de tecido de granulagdo exuberante, inimeros
fibroblastos e depdsito de feixes de fibras colagenas (f) e vaso neoformado ( 4). Coloragio:
Hematoxilina-eosina. Aumento: 40x.
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Cortes histoldgicos representativos de cada grupo foram submetidos a coloragédo por
tricomico de Mallory para a avaliagdo subjetiva da deposicdo de feixes de fibras colagenas
(Figura 23).

Figura 23- Fotomicrografia de corte histologico de parede gastrica de rato, com reprodugédo
experimental de lesdo ulcerativa induzida por &cido acético, com sete dias de tratamento com
agua, 200 e 400 mg/kg de extrato bruto de K. pinnata mostrando area com formacédo de
tecido de granulacéo.
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Legenda: Na figura correspondente ao grupo agua nota-se uma proliferacdo fibroblastica ( ) e
deposito de feixes de fibras colédgenas (T) discretos. Nas figuras referentes aos grupos 200 e 400
mg/kg de extrato bruto de K. pinnata observou-se uma proliferacdo fibrobléstica exacerbada ( )e
grande quantidade de depdsito de colageno (f ).
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Na analise de imuno-histoquimica foi avaliada a expressdo de VEGF na mucosa
gastrica de ratos, lesionada com &cido acético, apds o tratamento com o extrato bruto de K.
pinnata por 7 dias (Figura 24).

Figura 24- Quantificacdo da marcagdo imuno-histoquimica, para fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), em animais submetidos a inducdo de Ulcera gastrica por acido
acético, apos tratamento de 7 dias com extrato bruto de Kalanchoe pinnata, em diferentes
doses.

Legenda: n=6-8 Efeito do tratamento do extrato bruto de Kalanchoe pinnata em trés doses diferentes,
apo6s 7 dias de tratamento na marcacdo imuno-histoquimica para VEGF. (*) Os dados foram
transformados para Box Cox valor de A=0,5. Os resultados estdo expressos em média * erro padrdo. A
comparagdo estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido do teste de Dunnett.

A figura 25 exibe a reagdo imuno-histoquimica para VEGF na mucosa gastrica de
ratos, apds o tratamento por 7 dias com o extrato bruto de K. pinnata. Abaixo duas
fotomicrografias pertencentes ao grupo agua e ao grupo 400 mg/kg demonstrando que ndo
houve difrenca estatistica na marcacao deste fator de crescimento, em células de estbmago,
nos grupos tratados com o extrato bruto de K. pinnata quando comparados com 0 grupo

controle (&4gua).

Figura 25- Fotomicrografia da reacdo imuno-histoquimica para VEGF em estdbmago de
animais submetidos ao modelo de Ulceras gastricas por acido acético, ap6s tratamento com
agua, 100 mg/kg, 200 mg/kg, 400 mg/kg e Lansoprazol (30 mg/kg) por 7 dias. Aumento 40x.
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Legenda: As setas () mostram células da mucosa gastrica positivas para marcagdo de VEGF.
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Determinacdo da Atividade de Enzimas Antioxidantes

Os graficos abaixo demonstram a atividade das enzimas antioxidantes (CAT, SOD e

GPx), apos inducado de ulcera por &cido acético e tratamento com o extrato bruto de K.

pinnata durante 7 dias (Figura 26).

Figura 26- Atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPx em estdmago de ratos
tratados durante 7 dias com o extrato bruto de K. pinnata, ap6s inducdo de ulcera por acido

acético.
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Legenda: Lansoprazol (30 mg/kg) e extrato bruto de Kalanchoe pinnata nas doses de 100 mg/kg, 200
mg/kg e 400 mg/kg (n=7-8), ap6s modelo de inducdo de Ulcera géstrica por acido acético. Os
resultados s&o expressos como média+SD. ANOVA seguido do teste de Dunnett *p<0,05.
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5.11 Avaliacdo da Atividade Antioxidante em Homogenato de Estémago pelo
Método de ORAC

A figura abaixo demonstra a avaliacdo da atividade antioxidante do extrato bruto de K.
pinnata, pelo método de ORAC, em homogenato de tecido de estbmago de animais tratados
durante 7 dias (Figura 27).

Figura 27- Atividade antioxidante in vitro pelo método de ORAC em estdmago de ratos
tratados durante 7 dias com o extrato bruto de K. pinnata, ap6s inducdo de ulcera por acido
aceético
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Legenda: Lansoprazol (30 mg/kg) e extrato bruto de Kalanchoe pinnata nas doses de 100 mg/kg, 200
mg/kg e 400 mg/kg (n=6-8), apds modelo de inducdo de Ulcera géastrica por acido acético. Os
resultados foram expressos como médiaterro padrdo. ANOVA seguido do teste de Dunnett com
**p<0,01.

5.12 Avaliacéo da Atividade Antioxidante in vitro

5.12.1 Método ORAC (Capacidade de Absorc¢ao de Radicais de Oxigénio)

Os resultados de atividade antioxidante pelo método de ORAC do extrato bruto e

fracdo acetato de etila de K. pinnata estdo demonstrados na Tabela 9.

Tabela 9- Atividade antioxidante pelo método ORAC do extrato bruto e fragdo acetato de
etila de K.pinnata. Os resultados estdo expressos como média e desvio padrdo.

Amostras pmol equivalente de Trolox/g de amostra
seca
Extrato bruto 431,32 £ 7,17

Fracgéo acetato de etila 1133,14 + 112,61
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5.13 Avaliacdo do Potencial Anti-inflamatdrio de K. pinnata
5.13.1 Ensaio de Integridade de Membrana (Necrose celular)

Ap0s a incubacdo do extrato bruto e da substancia majoritaria (QAR) de K. pinnata
com neutrofilos isolados de voluntérios humanos, verificou que houve perda na integridade de
membrana (células em necrose) a partir da dose de 0,5 mg/mL para o extrato bruto e 0,04
mg/mL para 0 QAR (Figura 28).

Figura 28- Efeito de diferentes concentracdes do extrato bruto das follhas de K. pinnata e do
isolado quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil -(1—2) -a-L-ramnopiranosideo (QAR) na
integridade de membrana em neutrofilos humanos.

Extrato Bruto QAR

I o) ©
< < S

Integridade de Membrana (%)
N
o

o

Integridade de Membrana (%)

N

Legenda: Os dados em porcentagem foram expressos como mediazerro padrdo de trés diferentes
experimentos realizados em duplicatas. ANOVA seguido do teste de Dunnett, com *p<0,05, **p<0,01
e ***p<0,001.

5.13.2 Ensaio de Fragmentacdo do DNA (Apoptose)

Apo0s a incubacdo do extrato bruto e da substancia majoritaria (QAR) de K. pinnata
com neutrofilos isolados de voluntarios humanos, observou-se que a fragmentacdo do DNA
(células em apoptose) ocorreu a partir da dose de 0,75 mg/mL para o extrato bruto e 0,04
mg/mL para 0 QAR (Figura 29).
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Figura 29- Efeito de diferentes concentracdes do extrato bruto das follhas de K. pinnata e do
isolado quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil -(1—2) -a-L-ramnopiranosideo (QAR) na
fragmentacdo do DNA em neutréfilos humanos.
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Legenda: Os dados em porcentagem foram expressos como mediaterro padrdo de trés diferentes

experimentos realizados em duplicatas. ANOVA seguido do teste de Dunnett, com *p<0,05, **p<0,01
e ***p<0,001.

5.13.3 Determinacéo de Marcadores Inflamatorios (ELISA)

Os resultados relacionados com a deteccdo de citocinas, apés o tratamento com o

extrato bruto e 0 QAR em neutrdéfilos isolados de voluntarios humanos estimulados ou néo
com LPS estéo a seguir.

5.13.3.1 TNF-a

Os resultados para verificagdo do nivel de TNF-a em células tratadas com o extrato
bruto e QAR de K. pinnata indicaram que houve uma diminuicdo do nivel de TNF-a em
células tratadas com o extrato bruto de K. pinnata. No entanto, 0 mesmo evento ndo foi
observado para 0 QAR em doses ndo citotoxicas (Figura 30).
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Figura 30- Efeito de diferentes concentragdes do extrato bruto das folhas de K. pinnata e
doisolado quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo (QAR) na
producdo de TNF-a em neutrofilos humanos estimulados ou ndo com LPS. Dexametasona foi
utilizada como controle positvo.
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Legenda: (*) Os dados foram normalizados dividindo pelo valor do controle. Os resultados foram
expressos como media £ erro padrdo de trés diferentes experimentos realizados em duplicatas.

ANOVA seguido do teste de Dunnett, com *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. Os valores foram
comparados com o grupo controle estimulado com LPS. DEX=dexametasona.

5.13.3.2 L-Selectina

Os resultados para verificagdo do nivel de L-selectina exibiram diferenca estatistica do
nivel desta citocina, em rela¢do ao grupo controle estimulado com LPS em células tratadas

com o extrato bruto de K.pinnata. Em relacéo ao tratamento com QAR esta diferenca néo foi

observada em doses nao citotdxicas (Figura 31).
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Figura 31- Efeito de diferentes concentracdes do extrato bruto das folhas de K. pinnata e do
isolado quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo na producéo de L-
selectina em neutréfilos humanos estimulados ou ndo com LPS. Dexametasona foi utilizado
como controle positvo.
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Legenda: (*) Os dados foram normalizados dividindo pelo valor do controle. Os resultados foram
expressos como media + erro padrdo de trés diferentes experimentos realizados em duplicatas.
ANOVA seguido do teste de Dunnett, com *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. Os valores foram
comparados com o grupo controle estimulado com LPS. DEX=dexametasona.
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5.13.33 IL-8

Os resultados para verificacdo do nivel de IL-8 em células tratadas com o extrato bruto
e QAR de K. pinnata ndo demonstraram diferenca estatistica no nivel de IL-8, apds
tratamento com o extrato bruto e QAR de K. pinnata em neutréfilos humanos, comparados

com o grupo controle estimulado com LPS em doses ndo citotoxicas (Figura 32).

Figura 32- Efeito de diferentes concentragdes do extrato bruto das folhas de K. pinnata e do
isolado quercetina 3-O-o-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo na producdo de
IL-8 em neutréfilos humanos estimulados ou ndo com LPS. Dexametasona foi utilizado como
controle positvo.
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Legenda: (*): Os dados foram normalizados dividindo pelo valor do controle. Os resultados foram
expressos como media + erro padrdo de trés diferentes experimentos realizados em duplicatas.

ANOVA seguido do teste de Dunnett, com **p<0,01 e ***p<0,001. Os valores foram comparados
com o grupo controle, estimulado com LPS. DEX=dexametasona.



85

Piscussdo



86

6 Discussao

Desde milhares de anos, plantas medicinais sdo utilizadas pelo homem com a
finalidade de tratar varias doencas (DUTRA et al., 2016). Segundo o trabalho realizado por
Robinson e Zhang (2011), cerca de 3/4 da populacdo que vive em paises em
desenvolvimento especialmente na Asia, Africa, America Latina e Oriente Médio utiliza a
medicina tradicional, sendo a maioria preparacGes a base de plantas medicinais. 1sso porque
a sua utilizacdo na manutencao da satde e também para algum aspecto de cuidados basicos
€ motivada por razbes historicas e culturais, mesmo que a medicina moderna esteja
disponivel nestes paises (OMS, 1999). Em alguns paises industrializados, por exemplo,
Canada, Franca, Alemanha e Italia o uso de tal pratica é igualmente significante, pois entre
70% a 90% da populacdo a utiliza com o titulo de “complementar”, “alternativo” ou “néo-
convencional” (ROBINSON; ZHANG, 2011).

Devido ao crescimento do uso de plantas medicinais, a Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) publicou monografias de espécies vegetais com fins médicos, as quais
fornecem informacGes sobre garantia de qualidade, aplicagdes clinicas, aspectos
farmacoldgicos, posologia e contraindicacdes (PALHARES et al., 2015). No Brasil, 0 uso
de plantas medicinais e de fitoterapicos é regulamentado pelo Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria (SNVS), coordenado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (CARVALHO et al., 2012). O interesse no uso de fitoterapicos também tem
aumentado mundialmente. E estimado que o mercado global destes medicamentos alcance
20 milhGes de dolares por ano (DUTRA et al., 2016).

A seguranca e eficicia, de uma amostra vegetal para uso farmacéutico, sao
indispensaveis para assegurar a saude do paciente (OMS, 1999). Dessa maneira, técnicas
analiticas aplicadas ao controle de qualidade de preparacGes de espécies vegetais sao de suma
importancia, pois garantem a qualidade destes produtos.

Com o designo de substituir, diminuir e refinar o uso de animais foram empregados
métodos alternativos ao teste classico de toxicidade aguda. Estes testes, dentre eles o de
citotoxicidade e fototoxicidade, sdo validados e aceitos pela European Committe for
Validation of Alternative Methods (ECVAM) (HAMM et al., 2017). Assim, foi realizada a
avaliacdo da citotoxicidade in vitro do extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata,
com a finalidade de estimar a DLso, Ou seja, dose capaz de causar morte em 50% dos animais

em teste.
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A viabilidade celular foi investigada utilizando células BALB/c 3T3 e neutral red
(NRU), como corante vital. Este procedimento é baseado na habilidade de células vidveis
incorporarem e se ligar ao corante. Os resultados gerados para este teste de citotoxicidade in
vitro sdo utilizados para predizer doses iniciais que poderdo ser aplicadas em ensaios in vivo
de toxicidade oral aguda em roedores (ICCVAM, 2006). De acordo com o documento da
OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) (2010), o emprego de
ensaios de citotoxicidade in vitro, para estimar a LDs, pode reduzir potencialmente o uso de
animais em 25-40% (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2010). O valor de ICs (0,926 mg/mL) referente ao extrato bruto de K.
pinnata correspondeu ao valor de LDsy 1341,46 mg/kg. Dessa maneira, € interessante a
realizacdo de ensaios toxicoldgicos in vivo, uma vez que a LDs tedrica (ORGANISATION
FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2010) é aproximadamente
trés vezes a maior que dose terapéutica.

No ensaio de Ulcera gastrica subaguda, cujos comentarios seguem adiante, o extrato
bruto de K. pinnata foi administrado durante 7 dias aos animais. No entanto, ndo foram
observadas alteracGes macroscépicas nos 6rgaos dos animais e diferenca no desenvolvimento
do peso corpéreo durante o tratamento.

Greer et al. (2010) avaliaram a citotoxicidade, utilizando o corante vital Neutral Red,
do extrato metandlico e do extrato acetdnico das raizes de K. pinnata, na linhagem celular
Vero C1008, apds a constatacdo da atividade antiviral contra o virus HSV1 e HSV2. No
referido trabalho, concluiu-se que ambos os extratos apresentaram uma significante atividade
antiviral em concentracOes de baixa citotoxicidade para tal linhagem celular. Outro estudo
encontrado na literatura, no ano de 2005, reporta a avaliagdo da toxicidade aguda do extrato
bruto aquoso de K. pinnata em camundongos. Neste estudo ndo houve morte para as doses
testadas (0,1 a 8 g/kg), impossibilitando determinar a LDsy. Foram relatadas pelos autores
alteracbes comportamentais observadas nos animais nas doses acima de 1g/kg. As altas doses
administradas, em uma concentracao final de 10g em 0,1 mL, sdo particularmente intrigantes,
ja que possivelmente ocorreu dificuldade na solubilizacéo deste extrato (SOUSA et al., 2005).

A fracdo acetato de etila de K. pinnata apresentou alta porcentagem de viabilidade
celular e consequentemente o valor de ICs ndo foi obtido nas concentragBes avaliadas. Nao
foram testadas concentracdes maiores da fracdo acetato de etila, pois a amostra apresentou
problemas de solubilidade no solvente utilizado (DMSO 0,5%).

O ensaio de fototoxicidade também foi realizado para o extrato bruto e fragdo de

acetato de etila K. pinnata. A fototoxicidade € definida como uma resposta toxica apos a
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exposicdo da pele a uma substancia, quando administrada por via tdpica ou via sistémica,
tornando-se evidente apds a exposicao solar (PETERS; HOLZHUTTER, 2002).

A partir dos resultados obtidos, para o extrato bruto e fracdo acetato de etila de K.
pinnata sugere-se que ambas as amostras ndo possuem fototoxicidade, de acordo com a
classificacdo do guia da Organisation for Economic Co-operation and Development (2004).
N&o ha relatos na literatura, em relagdo a aplicacdo deste teste utilizando extrato e fracGes de
K. pinnata. Bark et al., (2010) avaliaram a fotoxicidade de diversas espéecies de plantas
medicinais orientais, concluindo que mais de ¥ das espécies pode ser considerada fototdxica.

O ensaio de contagem microbiana foi realizado na droga vegetal e no extrato bruto
de K. pinnata, ndo sendo identificadas bactérias aerobias mesofilas, bolores e leveduras. O
material vegetal foi obtido da colecdo do CPQBA e submetido a secagem por estufa de
circulacéo de ar. A contagem microbiana para bactérias aerébias/meséfilas foi de 6,9 x 10*
UFC/g na droga vegetal e estd dentro dos limites estabelecidos pela Organizacdo Mundial
da Satde-OMS (WHO, 2007) que é de 10° UFC/g, para materiais vegetais com a finalidade
de uso interno. A contagem de bolores e leveduras foi de 2,4 x 10° UFC/g e também foi
observada a mesma ocorréncia, ou seja, um valor dentro do limite estabelecido pela OMS

(WHO, 2007) que é de 10® UFC/g. J4 no extrato bruto ndo houve contagem para bactérias
aerdbias/mesofilas, bolores e leveduras. Tal resultado se deve ao processo extrativo
utilizando etanol 70%, o qual apresenta atividade antimicrobiana. Dessa maneira, o etanol
70% além de extrair metabdlitos secundarios presentes na estrutura celular das folhas, foi
responsavel por exterminar a carga microbiana existente na droga vegetal.

Diversos trabalhos foram publicados com o objetivo de investigar a contaminagao
microbiana em amostras vegetais. Na maioria dos trabalhos foi verificada uma contagem de
micro-organismos acima dos valores recomendados pela Farmacopeia Brasileira e
Organizacdo Mundial da Saude, que pode acarretar na deterioracdo do material vegetal,
oferecendo risco a saude (BUGNO et al., 2005; MARCONDES; ESMERINO, 2010;
FERNANDES et al., 2009). Os micro-organismos, assim como as endotoxinas, podem
desencadear uma resposta inflamatéria. As endotoxinas sdo lipopolissacarideos associados a
membrana externa de bactérias gram-negativas. Sao liberadas no trato gastrointestinal pela
desintegracdo ou morte da bactéria (SONAGE et al., 2011). Desta maneira, foi realizada
analise de endotoxinas. Esta analise mostrou valores elevados, tanto para o extrato bruto
como para a fragdo acetato de etila de K. pinnata, quando comparada ao limite estabelecido
pela FDA para solucdes endovenosas (SUE por kg). Sonage e colaboradores (2011)
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verificaram que endotoxinas administradas oralmente em coelhos ndo foram absorvidas, ndo
penetrando para a circulagdo sistémica. 1sso ocorreu provavelmente, devido a repulséo entre
o LPS aniénico, na forma de micela, e 0 muco carregado negativamente, presente no epitélio
intestinal. Estas observacdes sdo importantes, considerando que o extrato bruto foi
administrado por via oral aos animais.

Assim, é importante salientar que as boas praticas de cultivo, para assegurar o
controle de qualidade microbiologico de plantas medicinais se torna um ponto importante
para ser realizado, j& que a resposta biologica pode ser influenciada pela presenca dos
contaminantes (SANTOS et al., 2013).

Durante o mestrado foram realizados ensaios iniciais para a verificagdo da atividade
antitlcera de K. pinnata (SOBREIRA, 2013). Como os resultados foram favoraveis, o
andamento do trabalho com o foco no mecanismo de acdo da atividade gastroprotetora e
cicatrizante de Ulceras gastricas foi continuado. Ademais, as andlises fitoquimicas foram
prosseguidas com a finalidade de identificacdo de substancias para possivel sugestdo do
envolvimento destes com a atividade bioldgica.

O extrato bruto e a fracdo acetato de etila de K. pinnata foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Referente a andlise do extrato bruto
observou-se um pico majoritario, possivelmente flavonoide, ja que o espectro ultravioleta
(UV) foi caracteristico. O espectro UV de um flavonoide consiste tipicamente em dois
picos de absorcdo maxima entre 240-285 nm (banda |1, devida a absorcao do anel A) e 300-
550 nm (banda I, devida ao anel B) (CUNHA, 2005). Analise de espectro de massas foi
realizada para confirmar tal sugestdo. Dessa maneira, foi constatado que este pico pertence a
esta classe de substancia. Isto €, o pico foi identificado como é quercetina 3-O-a-L-
arabinopiranosil (1—2) a- L-ramnopiranosideo (3).

Em relagdo a fragdo acetato de etila, alguns ensaios, j& foram realizados pelo nosso
grupo durante o mestrado. Foram isolados e identificados dois flavonoides glicosilados
desta fracdo, quercitrina (5) e quercetina 3-O-o-L-arabinopiranosil (1—2) o- L-
ramnopiranosideo (3), previamente isolados em folhas, por Ichikawa (1986), Muzitano et
al., 2006a; Muzitano et al., 2006b) e Sobreira et al., (2017).

A quantificagdo da substancia quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-
ramnopiranosideo por CLAE no extrato bruto de K. pinnata € um pardmetro importante para
padronizacdo deste extrato. Este flavonoide foi encontrado em concentragdes consideraveis
no extrato bruto (9,64 + 2,3 g/100g de extrato bruto, o que corresponde a 0,11% na planta

fresca) e também foi reportado nas espécies Alphitonia philippinensis (Rhamnaceae) e
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Rollinia emarginata (Annonaceae) (JOU et al., 2004; ROTH et al., 2011). Assim, este
flavonoide é a substadncia majoritaria presente no extrato bruto, em concordancia com
trabalhos anteriormente publicados, podendo ser um marcador analitico para o controle de
qualidade desta espécie (MUZITANO et al., 2006b; FURER et al., 2013).

Muzitano et al., (2011) também realizaram a quantificacdo de quercetina 3-O-a-L-
arabinopiranosil (1—2)-a-L-ramnopiranosideo, aléem de outros flavonoides, presentes em
extratos aquosos de K. pinnata submetidos a diferentes condi¢bes de cultivo. Na melhor
condicdo de cultivo das folhas de K. pinnata, observou-se que a concentracdo do flavonoide
majoritario foi de 2,092%. No entanto, o padrdo externo utilizado foi a rutina.
Provavelmente, esta foi a razdo pelo qual o nosso grupo encontrou uma concentracao
superior, ja que o padrao externo empregado foi a propria substancia majoritaria.

Outras substancias também foram identificadas no extrato bruto e fracdo acetato de
etila de K. pinnata, tais como: miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-
ramnopiranosideo (1), miricetina-3-O-rhamnopiranosideo  (1.1), mearnsetina-3-O-
pentosilramnopiranosideo (2), quercetina 3-O-B-D-xilopiranosil-(1—2)-a-L-
ramnopiranosideo (4), 4’,5,7-tri-hidroxi-3’,8-dimetoxiflavona 7-O-f-D-glicopiranosideo
(5.1) kaempferol-3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo (6). As
substancias identificadas no extrato bruto foram 1, 2, 3, 4, 5 e 6. J& as substancias
identificadas na fracdo acetato de etila correspondemao 1, 1.1, 2, 3,4,5,5.1 e 6.

Miricetina-3-O-ramnopiranosideo (1.1) e 4°,5,7-tri-hidroxi-3’,8-dimetoxiflavona 7-O-
B-D-glicopiranosideo (5.1) foram identificadas somente na fragdo acetato de etila de K.
pinnata. Mearnsetina-3-O-pentosilramnopiranosideo (2) e quercetina 3-O-p-D-xilopiranosil-
(1—>2)-a-L-ramnopiranosideo (4) foram identificadas pela primeira vez na espécie, sendo
que este Gltimo é isémero do composto majoritario, quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil
(1—2)-a-L-ramnopiranosideo, presente no extrato bruto de K. pinnata. As demais foram
reportadas em trabalhos anteriores (MUZITANO et al., 2006a; 2006b; FURER et al, 2013;
FURER et al., 2016)

No intuito de avaliar a atividade antitlcera de K. pinnata utilizou-se 0 modelo de
inducdo de Ulceras gastricas por etanol acidificado. As lesdes géstricas sdo geradas pela
administracdo intragastrica de uma solucdo de etanol e &cido (0,5-2,0mL) e o dano da
mucosa gastrica se inicia apés 1-3 minutos da administracdo (GLAVIN; SZABO, 1992).

O etanol em conjunto com o &cido é largamente utilizado experimentalmente para
induzir Ulceras gastricas em animais, pois penetra na mucosa gastrica rapidamente. O etanol

causa dano vascular e necrose das células gastricas gerando a formacéo de Ulceras, devido a
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uma resposta inflamatéria e uma série de eventos que envolvem a liberacdo de radicais
livres, citocinas inflamatdrias, aumento da permeabilidade vascular e agregacao plaquetaria,
conduzindo a uma vasoconstricdo, edema e hemorragia, comprometendo o fluxo sanguineo
da mucosa (SILVA et al., 2009; ABDELWAHAB et al., 2011; BOLTIN et al., 2014).

Em nosso trabalho, o extrato bruto de K. pinnata foi avaliado em trés doses diferentes
(100, 200 e 400 mg/kg). Observou-se uma tendéncia & curva dose resposta. A dose de 400
mg/kg demonstrou ter uma capacidade mais eficiente para reduzir Ulceras. Este experimento
foi realizado novamente, ja que o controle positivo anteriormente utilizado (Lansoprazol) é
instdvel em meio acido e apresenta-se com revestimento entérico (RANG et al., 2012).
Entretanto, para a administracdo aos animais, o comprimido €é triturado, sendo este
revestimento rompido. Assim, o cloprostenol, um analogo PGF,, foi utilizado prevenindo a
formacdo de Ulceras gastricas produzidas pelo etanol, confirmando a importancia das
prostaglandinas para a integridade da mucosa gastrica.

A fracdo acetato de etila também foi analisada pela segunda vez, pois o resultado do
primeiro ensaio ndo forneceu uma curva dose resposta (dados ndo mostrados). Dessa maneira,
neste ensaio foram administradas aos animais as doses de 50, 100 e 200 mg/kg, evidenciando
uma tendéncia ao efeito dose-resposta, sendo que a dose de 200 mg/kg foi a mais ativa na
reducdo de Ulceras gastricas.

ApoOs determinar que o extrato bruto e a fracdo acetato de etila possuem efeito
gastroprotetor, as doses mais efetivas do extrato bruto (400 mg/kg) e da fracdo acetato de
etila (200 mg/kg) foram selecionadas para prosseguir com 0s experimentos de mecanismo
de acéo.

Primeiramente foi avaliado se a enzima ciclo-oxigenase (COX) é uma via utilizada
pelo extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata, para promover a gastroprotecéo.
Para isso, 0s animais foram pré-tratados com indometacina, um farmaco anti-inflamatério
ndo esteroidal (AINE), que atua na via da ciclo-oxigenase, e posteriormente tratados com
etanol. Assim, qualquer substancia que necessite desta via perdera a sua a¢do. Observou-se
0 aumento da area de lesdo nos animais pré-tratados com indometacina seguida da
administracdo de extrato bruto (400mg/kg) e da fragdo acetato de etila (200mg/kg),
sugerindo o envolvimento desta via. Como a indometacina é um inibidor ndo seletivo das
duas isoformas da COX, outro ensaio foi realizado com etoricoxibe, inibidor seletivo de
COX-2, para verificar se esta enzima, em conjunto com a COX-1, tem participacdo na

reducdo da gastroprotecao.
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Neste ensaio experimental, visualizou-se que 0s animais pré-tratados com
etoricoxibe ndo se diferenciaram do grupo pré-tratado com salina, sugerindo que néo
houve o envolvimento da enzima COX-2 na gastroprotecdo do extrato bruto e fracdo
acetato de etila. Dessa maneira, provavelmente, somente a acdo da COX-1 esta envolvida
neste processo.

A ciclo-oxigenase apresenta duas principais isoformas COX-1 e COX-2, que
transformam 4&cido araquiddnico em prostaglandinas e tromboxanos. Ambas atuam na
defesa da mucosa gastrica, porém em vias diferentes. A COX-1 é uma enzima constitutiva
que desempenha fungdes de homeostase dos tecidos e esta relacionada com a capacidade de
reduzir a secrecdo de acido gastrico, estimular a producdo de muco e secrecdo de
bicarbonato na mucosa gastrica, reduzir a permeabilidade das células do epitélio gastrico,
diminuindo o refluxo de acido e contribuir para o fluxo sanguineo basal da mucosa gastrica.
Isto é, as prostaglandinas derivadas principalmente da COX-1 sdo importantes para a
integridade da mucosa géstrica gastroprotecdo e cicatrizagdo de Ulceras gastricas. Ja a COX-
2 esta relacionada com processos inflamatérios como o aumento do fluxo sanguineo,
reducdo da aderéncia e ativacdo de leucdcitos e ativacdo da atividade de fatores de
crescimento contribuindo também para a cicatrizacéo de Ulceras géstricas (BRZOZOWSKI
et al., 2005; WALLACE, 2008; RANG et al., 2012).

O préximo passo foi verificar se grupamentos sulfidrila (SH) estdo envolvidos no
mecanismo de protecdo gastrica promovido pelo extrato bruto e fracdo acetato de etila de K.
pinnata. Estes compostos estdo presentes na composicdo da enzima glutationa (HUBER;
ALMEIDA, 2008). Alguns estudos ja verificaram a participacdo desses grupamentos na
gastroprotecdo de substancias naturais (VERA-ARZAVE et al., 2012; ZAKARIA et al.,
2015). Para tanto, foi utilizado um bloqueador de grupamentos sulfidrila, N-ethylmaleimide
(NEM). Os resultados demonstraram que com a deplecdo de grupamentos sulfidrila o efeito
gastroprotetor do extrato bruto e do cloprostenol diminuiram, indicando que atividade
gastroprotetora é dependende dos niveis de SH na mucosa gastrica. Szabo et al., (1981)
reportaram que grupamentos sulfidrila facilitam a acéo da prostaglandina F,g para realizar
seu efeito gastroprotetor. Os grupamentos sulfidrila estdo presentes no muco gastrico,
sequestram radicais livres e estdo relacionados ao aumento sintese da prostaglandinas na
mucosa gastrica. Além disso, sua reducdo pode influenciar a estrutura do muco gastrico,
como por exemplo, a diminuicdo de pontes de dissulfeto altera o estado fisico do muco,
tornando-o hidrossollivel. Dessa maneira, 0s grupamentos sulfidrila participam da
gastroprotecao (SZABO et al.,1981).
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Vérios estudos comprovaram a importdncia do Oxido nitrico na protecdo da
mucosa gastrica (BONAMIM et al., 2014; JUNIOR et al., 2014). A NO tem um papel
importante na defesa da mucosa gastrica, pois € um potente vasodilatador e modula a
circulacdo gastrica, regula a secrecdo de muco e bicarbonato, inibe a secrecdo do acido
géstrico protegendo o epitélio géstrico contra agentes nocivos e age na eliminacdo de
radicais superéxidos e inibe a adesdo leucocitaria no endotélio vascular. Além disso, NO
age em conjunto com as prostaglandinas nos mecanismos de defesa da mucosa gastrica.
(KUBES et al., 1991; LAINE et al., 2008; SZLACHCIC et al., 2013; TAKEUCHI et al.,
2011; MAGIEROWSKI et al., 2015). Assim, o papel do 6xido nitrico na gastroprotecdo do
extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata foi avaliado.

No ensaio foi administrado do N-nitro-L-arginine methyl- ester (L-NAME), um
inibidor do 6xido nitrico (NO) sintase, enzima responsavel pela producdo de NO. Constatou-
se que a gastroprotecdo observada anteriormente a administracdo do L- NAME pela fragdo
acetato de etila foi anulada, sugerindo o envolvimento do NO na protecdo da mucosa
gastrica.

Propomos que a gastroprotecdo exercida pelo extrato bruto de K. pinnata € atribuida a
acdo do SH e das prostaglandinas. Ja no mecanismo de gastroprotecdo da fracdo acetato de
etila de K. pinnata sugere-se o envolvimento de NO e das prostaglandinas.

Uma possivel sugestdo para fato de que o extrato bruto e fracdo acetato de etila de K.
pinnata exercerem gastroprotecdo por distintos mecanismos € que ambas as amostras
possuem composicao quimica em termos qualitativos e quantitativos diferentes entre si. Por
exemplo, no extrato bruto a substancia majoritaria é a quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil
(1—2) a- L-ramnopiranosideo. Ja na fragdo acetato de etila é a quercitrina (SOBREIRA,
2013). Klein-Junior et al. (2013) também verificaram diferentes mecanismos de
gastroprotecdo para o extrato e fracdo de Polygala cyparissias. Neste trabalho, os autores
demonstraram que o extrato acetdnico de P. cyparissias é dependente de NO para a
gastroprotecdo, enquanto o mecanismo para tal acdo exercido pela fracdo metanolica é
dependente dos grupos sulfidrila. Assim, os autores justificaram que esta observacéo pode ser
devida a diferente constituicdo quimica entre o extrato acetdnico e a fragdo metanolica, pois
néo foi observada a presenca de xantonas, por técnicas de TLC e HPLC, na fracdo metandlica
de P. cyparissias.

A proxima etapa do trabalho foi avaliar a cicatrizacdo de K. pinnata. Sendo assim, foi

escolhido o modelo de indugéo por &cido acético, o qual é bem estabelecido e foi descrito por
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Okabe (2005). O acido aceético causa erosdao da mucosa gastrica e modifica a permeabilidade
celular (NIU et al., 2016).

Este modelo experimental é frequentemente utilizado, pois o procedimento de inducéo
das Ulceras nos animais € relativamente simples com tamanho e severidade consistentes e
incidéncia de 100%; as ulceras se assemelham as Ulceras humanas tanto em mecanismos
patoldgicos quanto de cicatrizagdoe respondem bem ao tratamento com farmacos anti-Ulcera,
como os inibidores da bomba de protons, sucralfato, entre outros (OKABE, 2005).

A cicatrizacdo de Ulceras gastricas € um processo que envolve véarias etapas como
proliferacéo celular, migracdo, diferenciacdo, regeneracdo, angiogénese ativa e deposi¢édo da
matriz extracelular, conduzindo a formacdo de uma cicatriz. Esses processos séo
orquestrados por diversos fatores de crescimento fatores de crescimento, citocinas,
horménios e fatores de transcricio (KANGWAN et al, 2014; TARNAWSKI,
AHLUWALIA, 2012). A re-epitelizacdo, que consiste na migracdo de células epiteliais da
margem da Ulcera para restabelecer a continuidade epitelial, se inicia dentro de trés dias ap6s
a formacdo da Ulcera. Este processo € essencial para a cicatrizacdo de Ulceras gastricas. 1sso
porque, uma barreira epitelial continua protege o tecido de granulacdo de uma injdria
mecanica, quimica ou de uma infeccdo (Figura 33) (TARNAWSKI, 2005).

Figura 33. Vias intracelulares envolvidas no mecanismo de cicatriza¢do de Ulceras gastricas.
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O ensaio foi realizado com extrato bruto de K. pinnata. A fracdo acetato de etila de K.
pinnata ndo foi utilizada neste modelo experimental, pois 0 seu rendimento é muito baixo,
tornando invidvel a administracdo desta fracdo aos animais, durante varios dias. Neste
trabalho, trés doses (100, 200 e 400 mg/kg) diferentes de extrato de K. pinnata foram testadas
com a finalidade de verificar sua atividade cicatrizante. De acordo com os resultados
macroscopicos a dose de 200mg/kg e 400 mg/kg reduziram a area de lesdo, com uma taxa de
33% e 39%, respectivamente apos 7 dias de tratamento (p<0,05). Lansoprazol, farmaco de
referéncia utilizado, também mostrou melhora significativa na cicatrizacdo da lesdo gastrica
(p<0,05).

Andlise histolégica das laminas de mucosa gastrica de ratos corados com HE
submetidos ao modelo de inducdo por acido acético do grupo controle mostrou a presenca de
lesbGes extensas, auséncia de regeneracdo na maioria das ldminas analisadas (71%) e infiltrado
inflamat6ério moderado com predominio de células polimorfonucleares. No entanto, 0s
achados histopatoldgicos dos grupos tratados com o extrato bruto de K. pinnata (200 e 400
mg/kg) e lansoprazol (30 mg/kg) demonstraram um resultado mais promissor justificado pela
re-epitelizacdo da mucosa gastrica (na maioria das laminas analisadas) e tecido de granulacédo
exuberante, proliferacdo fibroblastica evidente, fundamental para o processo de cicatrizacao
em relacdo ao grupo controle, em consonédncia com os resultados observados na anélise
macroscopica. Laminas representativas de cada grupo também foram submetidas a coloracdo
por Mallory para verificacdo da deposicdo de fibras coldgenas. Ndo foi realizada a
quantificacdo das fibras coldgenas onde houve a cicatrizacdo. No entanto, subjetivamente
notou-se uma quantidade maior da densidade dos feixes de fibras colagenas que se distribuem
ao longo de toda area que se encontra em repara¢ao por cicatrizacdo nos grupos tratados com
200 mg/kg e 400 mg/kg em comparagdo com 0 grupo controle.

O VEGF (Fator de Crescimento do Endotélio Vascular) é um dos fatores de
crescimento envolvido na cicatrizacdo de Ulceras gastricas. Dessa maneira, sua expressao foi
avaliada em tecido géastrico proveniente do mesmo modelo de acdo. Este fator de crescimento
age como uma célula endotelial mitdgena, agente quimiotatico e indutor da permeabilidade
vascular, além de estar relacionado com a angiogénese e deposicao de coladgeno. O tempo de
expressao de VEGF esta relacionado com a progresséo da cicatrizacdo da Ulcera. Durante a
fase proliferativa do processo de reparo, que ocorre aproximadamente em 3 a 7 dias, VEGF é
super-regulado para promover as fases iniciais da angiogénese (por exemplo, dilatacdo
vascular, permeabilidade, migracdo e proliferacdo) (BAO et al., 2009). A angiogénese &
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essencial para o reestabelecimento da microcirculagdo na mucosa gastrica e crucial para o
suprimento de oxigénio e nutrientes (KANGWAN et al., 2014).

Conforme outros estudos ja existentes na literatura (TANIGAWA et al., 2010;
KOBAYASHI et al., 2010), foi observada a expressdo de VEGF em células epiteliais na
margem da Ulcera induzida por acido acético. Verificou-se que com tratamento de 200 e 400
mg/kg de extrato bruto de K. pinnata houve um pequeno aumento da expressao de VEGF. No
entanto, ndo foi encontrada diferenca significativa de sua expressdo quando comparada com
0s animais tratados com agua. Sendo assim, sugere-se que este fator de crescimento,
aparentemente, nao influencia no processo de regeneracdo das Ulceras gastricas promovida
pelo extrato bruto de K. pinnata, apds 7 dias de tratamento. Dessa maneira, outros fatores de
crescimento incluindo o fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento de
hepatocitos (HGF), fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), fator de crescimento de
insulina simile 1 (IGF-1), fator trefoil, prostaglandina resultante da ativacdo de COX-2 e
angiopoetinas poderdo estar relacionados com a melhora da cicatrizacdo de Ulceras géstricas
promovida pelo extrato bruto de K. pinnata (KANGWAN et al.,2014; TARNAWSKI, 2013),
0 que devera ser estudado em futuros trabalhos.

Espécies reativas de oxigénio estdo relacionadas com inumeras doencas, incluindo a
Ulcera péptica. A exposicdo aos radicais livres conduziu o organismo a desenvolver
mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo, que podem ser preventivos ou reparadores.
Dessa maneira, para neutralizar o dano oxidativo as células tém um sistema de defesa
enzimatico, exercido pelas enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GRx) e ndo enzimatico (antioxidantes enddgenos e
aqueles obtidos de maneira exdgena pela dieta) (ATALAY et al., 2016; VALKO et al., 2007;
PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008).

A aplicacdo de &cido acético na mucosa gastrica induz o aparecimento da leséo
gastrica resultante do estresse oxidativo, indicado pela diminuicdo da atividade da SOD e do
nivel de GSH além do aumento da peroxidacéo lipidica evidenciada pelo aumento de MDA
(MEI et al., 2013). Assim, compostos antioxidantes sdo Uteis na protecdo da mucosa gastrica
contra o estresse oxidativo (KARAKOYUN et al., 2009).

Dessa maneira, foi avaliada a participagdo das enzimas antioxidantes (catalase,
superdxido dismutase e glutationa peroxidase) no mecanismo de cicatrizacdo de K. pinnata
em modelo de indugdo de Ulceras por acido acético.

A enzima SOD, a primeira enzima antioxidante da mucosa gastrica, tem um papel

crucial na neutralizacdo de ROS. Esta enzima catalisa a dismutacdo de O, em H,0,, menos
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nocivo, o qual é degradado pela CAT ou GPx. A CAT € a enzima que acelera a degradacédo
de H,0, em H,0 e O,. A segunda via do metabolismo do H,0, depende da atividade da GPx
com a cooperacao da glutationa redutase. A reducao de H,0, em H,O é acompanhada pela
conversao da GSH (forma reduzida) para a forma oxidada (GSSG) (KWIECIEN et al.,
2014; MAGIEROWSKI et al., 2015).

Os resultados de nosso estudo indicaram aumento significativo da atividade de SOD
(p<0,05), ap6s o tratamento com o extrato bruto de K. pinnata (400 mg/kg), quando
comparado com o grupo que recebeu agua. No entanto, ndo houve aumento das atividades
das enzimas CAT e GPx, apds tratamento com o extrato bruto.

O sobrenadante do homogenato dos estbmagos dos animais submetidos ao modelo
de inducéo de lesdo gastrica por acido acético também foi utilizado para o teste de atividade
antioxidante utilizando a metodologia ORAC. Neste ensaio 0 potencial antioxidante é
determinado por fluorescéncia. Este método se baseia na atividade do seqliestro de radical
peroxil, derivado do AAPH /2,2’-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride], que é
medido pelo decaimento da fluorescéncia devido a oxidacdo da fluoresceina. Na presenca
de uma substancia antioxidante, a fluoresceina tem sua fluorescéncia mantida (HUANG et
al.,, 2005; NILE et al., 2012). Observou-se que ndo houve alteracdo da atividade
antioxidante entre os grupos tratados e controle neste ensaio. No entanto, o lansoprazol
apresentou esta acdo. Segundo Takagi et al. (2009), o lansoprazol além de ser um potente
inibidor da bomba de protons reduzindo a secrecdo de acido gastrico nas células parietais,
também esta envolvido na inducdo de enzima antioxidante HO-1 (heme oxigenase-1) nas
células da mucosa gastrica promovendo a protecdo da mucosa.

Ensaio in vitro utilizando a mesma metodologia descrita acima (ORAC), demonstrou
uma maior capacidade de sequestro de radicais peroxil da fracdo acetato de etila quando
comparado com o extrato bruto de K. pinnata.

Dessa maneira, os resultados demonstraram que a reducdo do dano oxidativo esta
parcialmente correlacionada com a atividade antioxidante do extrato bruto de K. pinnata, ou
seja, com o aumento da atividade da enzima SOD e possivelmente também com o sequestro
do radical peroxil, resultado verificado in vitro. Estes efeitos contribuem para a melhora da
cicatrizacdo de Ulceras gastricas apresentada nesta pesquisa pelo extrato bruto de K. pinnata.
O aumento da atividade deste biomarcador do estresse oxidativo (SOD) tambem foi
reportado em animais hipertensos, em figado, artéria aorta, coracéo e rins, apos o tratamento

com o extrato aquoso de K. pinnata (BOPDA et al., 2014).
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O restabelecimento do status antioxidante na Ulcera gastrica, promovido pelo extrato
bruto de K. pinnata pode estar relacionado com a presenca de flavonoides nas amostras,
inclusive as substancias identificadas no presente trabalho, que ja haviam sido isoladas nesta
espécie (ICHIKAWA; OGURA; IJIMA, 1986; GAIND e GUPTA, 1971; MUZITANO
et al. 2006a; MUZITANO et al.,2006b; EL ABDELLAOUI et al., 2010; TATSIMO et
al., 2012; SOBREIRA, 2017).

Apesar dos flavonoides serem largamente utilizados e varios estudos sugerirem
promissoras atividades farmacologicas, os mecanismos de absor¢do digestiva e de
biodisponibilidade ndo estdo completamente explicados (ERLUND et al., 2000; CUNHA,
2005). Tipicamente a absor¢do dos flavonoides glicosilados, tanto em humanos como em
ratos, esta associada com a clivagem e liberacdo da aglicona, resultado da acdo da enzima
lactose florizina hidrolase (LPH). Em outro mecanismo envolvido, a absorcdo desta classe
de compostos esta relacionada com transportadores de glicose (SLGT1). Além disso, as
agliconas antes de serem transportadas para a corrente sanguinea sofrem metabolismo de
fase Il resultando em metabdlitos sulfato, glucoronideo e metilado através da acdo das
respectivas enzimas, sulfotransferases (SULTS), uridina-5’-difosfato glucuronosiltransferase
(UGT) e catecol-O-metiltransferases (COMTSs) (DEL RIO et al., 2013; DAI et al., 2015).
Enzimas bacterianas podem tambeém quebrar as moléculas dos flavonoides influenciando
sua absorcio (GONZALEZ et al., 2011; CUNHA, 2005). Por conseguinte, esses
mecanismos de metabolizacdo podem reduzir a biodisponibilidade dos flavonoides
(GONZALEZ et al., 2011). Choi et al. (2012) verificaram que a quercetina apresentou
fraca atividade antioxidante in vitro em relagdo aos seus compostos glicosilados
(isoquercitrina, hiperina e quercitrina), porém, quando testada sua capacidade antioxidante
em células HepG2 verificaram que seu desempenho foi melhor em comparacdo a
isoquercitrina e quercitrina, sugerindo que esta atividade depende da permeabilidade celular
de cada composto. Em funcdo desse comportamento dos flavonoides, ndo € possivel
relacionar diretamente atividade antioxidante in vitro e in vivo.

Visto que a participagdo de H. pylori no desenvolvimento de Ulceras géstricas é
relevante, a busca por um novo farmaco que promova a cicatrizacdo de Ulceras pépticas e a
erradicacdo de H.pylori seria interessante. Varias espécies vegetais ja foram testadas contra
esta bactéria e mostraram ter um potencial em inibir o seu crescimento (TAKEUCHI et al.,
2014). Assim, foi avaliada a atividade anti-H. pylori do extrato bruto de K. pinnata.
Entretanto, este extrato ndo apresentou acdo anti-H. pylori, apresentando um CIM >1000

pg/mL.
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Além da investigacdo da atividade antitlcera do extrato bruto de K. pinnata, o
potencial anti-inflamatdrio do extrato e da sua substancia majoritaria, (quercetina 3-O-a-L-
arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo (QAR), foi avaliado em neutrofilos isolados
de voluntarios humanos.

Foi observado que o tratamento com o extrato bruto de K. pinnata e QAR em
neutrdfilos ocasionou perda da integridade de membrana (evento caracteristico de morte
celular) a partir das doses de 0,5 mg/mL e 0,04 mg/mL, respectivamente. Em relacdo a
fragmentacdo de DNA, foi observado que este evento caracteristico de apoptose ocorreu a
partir da dose de 0,75 mg/mL para o extrato bruto e 0,04 mg/mL para 0 QAR de K. pinnata.

Em relacdo a producdo de citocinas, gerada apds o tratamento do extrato bruto de K.
pinnata em células de neutrofilos, foi verificado uma diminuicdo no nivel de TNF-o e L-
selectina em todas as doses testadas, em relacdo ao grupo controle, quando o estimulo
positivo LPS foi introduzido. Entretanto, ndo foi observada a mesma agdo sobre estas
citocinas, quando submetidas ao tratamento com QAR. Ja a produgdo de IL-8 nédo foi
diminuida, tanto apds o tratamento com o extrato bruto quanto apos o tratamento com QAR,
nas doses testadas. Vale a pena relatar que a diminui¢do das citocinas pro-inflamatorias,
citadas acima, nas doses superiores a 0,5 mg/mL para o extrato bruto e 0,04 mg/mL para o
QAR pode ser devida & morte celular.

Alguns estudos encontrados na literatura demonstraram a atividade anti-inflamatdria

das folhas de K. pinnata (OJEWOLE et al., 2005; SOUSA et al., 2005). Afzal et al. (2012)
revelaram que a atividade anti-inflamatoria do extrato aquoso das folhas de K. pinnata é
principalmente devido a presenca da substancia esteroidal (urs Stigmast-4, 20 (21), 23-trien-
3-ona). Ojewole e colaboradores (2005) sugerem que a atividade anti-inflamatéria de K.
pinnata, evidenciada em seu estudo, pode ser atribuida a presenca de flavonoides,
polifendis, triterpenos e fitoesterdis presentes na espécie. Recentemente também foi
reportado o efeito anti-inflamatorio do extrato aquoso das flores de K. pinnata, das fracbes
flavonoidicas enriquecidas, alem da substancia majoritaria quercetina 3-O-a-L-
arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo (QAR), isolado das flores desta espécie. A
atividade anti-inflamatéria foi demonstrada pela diminuicdo da migracdo de leucdcitos
totais para cavidade pleural de camundongos. Além disso, 0s autores observaram uma
reducdo da concentracdo de TNF-a no exsudato pleural, em animais pré-tratados com o
extrato aquoso e com QAR, sugerindo que a atividade anti-inflamatdria seja reflexo, pelo
menos parcialmente, da inibicdo desta citocina (FERREIRA et al., 2014). Em nosso estudo
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ndo foi observada diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias quando células de neutrofilos
humanos foram submetidas ao tratamento com QAR.

De acordo com os resultados apresentados acima, pode-se inferir um potencial anti-
inflamatério para o extrato bruto de K. pinnata. Esta indicacdo de atividade anti-
inflamatoria pode estar relacionada ao provavel efeito sinérgico das diversas substancias
bioativas presentes no extrato bruto de K. pinnata, pois quando o QAR foi testado esta a¢do
bioldgica foi perdida. O efeito sinérgico pode ser resultado de diversos fatores como: acéo
em diferentes alvos terapéuticos, alteracdo benéfica da biodisponibilidade de um ou varios
compostos presentes no extrato vegetal e, por ultimo, aumento da eficacia de compostos
devido a presenca de agentes que antagonizam mecanismos de resisténcia (DAVID et al.,
2015). Além disso, visto que o extrato bruto de K. pinnata diminui TNF-ao é possivel sugerir
que este extrato possa contribuir para que ndo ocorra a reincidéncia da Ulcera gastrica. Isto
porque esta citocina, bem como a IL-1B, quando administrada sistemicamente em ratos
ocasionou reincidéncia da lesdo em Ulceras macroscopicamnete cicatrizadas (KANGWAN
etal., 2014).

Por fim, a analise dos resultados confirma que K. pinnata possui uma acdo
terapéutica no combate de Ulceras gastricas, além do potencial anti-inflamatério, e que os
flavonoides presentes na espécie podem estar relacionados com as referidas atividades

farmacoldgicas.
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7 Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

A partir da analise de citotoxicidade, in vitro, do extrato bruto foi possivel
estimar um valor de DLsy (1341,46 mg/kg), no entanto, é aconselhavel a
complementacdo com ensaio in vivo;

A fracdo acetato de etila de K. pinnata apresentou alta porcentagem de viabilidade
celular e consequentemente o valor de ICsy ndo foi obtido nas concentragdes
avaliadas. N&o foram testadas concentragcdes maiores da fracdo acetato de etila, pois a
amostra apresentou problemas de solubilidade no solvente (DMSO 0,5%);

O extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata ndo possuem fototoxicidade;

A contagem microbiana para bactérias aerébias/mesofilas, para bolores e leveduras da
droga vegetal, folhas de K.pinnata esta dentro das recomendacdes estabelecidas pela
OMS;

A andlise para endotoxinas mostrou valores acima do preconizado pela FDA (que
estabelece valores para solucbes endovenosas), tanto para o extrato bruto quanto
para a fracdo acetato de etila de K. pinnata;

Verificou-se na quantificagdo do extrato bruto bioativo de K. pinnata que a substancia
majoritaria quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) o-L-ramnopiranosideo esta
presente em 9,64 £ 2,3 g/100g de extrato bruto, o que corresponde a 0,11% na planta

fresca. A quantificacdo de um marcador é uma etapa importante na padronizacdo do
extrato;

A partir da analise fitoquimica foram identificadas 6 substancias no extrato bruto de
K. pinnata e 8 substancias na fragdo acetato de etila de K. pinnata. Duas substancias,
mearnsetina-3-O-pentosilramnopiranosideo (2) e quercetina 3-O-B-D-xilopiranosil-
(1—2)-a-L-ramnopiranosideo (4) foram identificadas pela primeira vez na espécie .
Todas as substancias identificadas na espécie sdo pertecentes a classe dos
flavonoides;

O extrato bruto e fragdo acetato de etila das folhas de K. pinnata exercem uma acgao
protetora na mucosa gastrica, verificado no processo de indugdo por etanol
acidificado;

H& o envolvimento da via COX e dos grupamentos sulfidrila na acdo gastroprotetora
do extrato bruto de K. pinnata. Também foi observada a participacdo efetiva da via
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COX e do éxido nitrico (NO) na gastroprotecdo da fracdo acetato de etila de K.
pinnata;

O processo de cicatrizagdo de Ulceras subagudas, induzidas por acido acético, foi
facilitado pela administracdo do extrato bruto de K. pinnata;

A melhora da cicatrizagdo do extrato bruto de K.pinnata esti relacionada com a
atividade da enzima SOD e possivelmente com o sequestro de radical peroxil. Além
disso, ndo foi observada a participacdo do VEGF no processo de cicatrizagdo de
Ulceras gastricas promovida pelo extrato bruto de K. pinnata;

Na atividade antioxidante in vitro, observou que a fracdo acetato de etila de K.
pinnata possui uma maior capacidade de sequestro de radicais peroxil quando
comparado com o extrato bruto ;

O extrato bruto de K. pinnata ndo possui acdo contra H. pylori nas concentracfes
testadas;

O extrato bruto de K. pinnata demonstrou um potencial anti-inflamatorio evidenciado

pela diminuicdo dos niveis de TNF-a e L-selectina em neutrofilos estimulados por
LPS.
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Apéndice

Figura 1- Cromatograma de fons totais em modo positivo (HPLC-(+)-ESI-MS?) do extrato
bruto (A) e fracdo acetato de etila (B) das folhas de K. pinnata.
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Figura 2- Espectro de massas (ESI") e espectro de UV referente ao tempo de retencio 5,4
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e referente ao tempo de retencédo 5,8-6,1 minutos

(Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) das folhas de K. pinnata.
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Figura 3- Modo positivo MS? de [M+H]" (m/z 597.2), referente ao tempo de retencéo 5,4
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e (m/z 597.3) referente ao tempo de retencéo 5,9
minutos (Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) correspondente a substancia miricetina-3-
O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo (1) e seus fragmentos, identificada no
extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata.
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Figura 4- Espectro de massas (ESI") e espectro de UV referente ao tempo de retencéo 6,4-6,7
minutos (Figura 1) para a fracéo acetato de etila (B) das folhas de K. pinnata.
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Figura 5- Modo positivo MS? de [M+H]" (m/z 465.2), referente ao tempo de retencdo 6,5
minutos (Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) correspondente a miricetina-3-O-
rhamnopiranosideo (1.1) e seus fragmentos, identificada na fracdo acetato de etila de K.
pinnata.
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Figura 7- Espectro de massas (ESI") e espectro de UV referente ao tempo de retencdo 7,1
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e referente ao tempo de retencdo 7,7 minutos

(Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) das folhas de K. pinnata.
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Figura 8- Modo positivo MS? de [M+H]" (m/z 611.4), referente ao tempo de retencdo 7,1
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e (m/z 611.4) referente ao tempo de retencdo?7,7
minutos (Figura 1) para a fracao acetato de etila (B) correspondente a substancia mearnsetina-
3-O-pentosilramnopiranosideo (2) e seus fragmentos, identificada no extrato bruto e fragéo
acetato de etila de K. pinnata.
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Figura 9- Espectro de RMN 'H da substancia quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-o-
L-ramnopiranosideo (3) (ppm, 300MHz, CD3;OD)- Dados proveniente da dissertacdo de
mestrado.
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Figura 10- Espectro de RMN 3C da substancia quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-
a-L-ramnopiranosideo (3) (ppm, 75 MHz, CD3;OD)- Dados proveniente da dissertacdo de
mestrado.
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Figura 11- Espectro de massas (ESI") e espectro de UV referente ao tempo de retencdo 7,8
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e referente ao tempo de retengdo 8,2-9,3 minutos
(Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) das folhas de K. pinnata.
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Figura 12- Modo positivo MS? de [M+H]" (m/z 581.2), referente ao tempo de retengdo 7,8
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e (m/z 581.2) referente ao tempo de retencdo 8,7
minutos (Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) correspondente a substancia quercetina 3-
O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo (3) e seus fragmentos, identificada no
extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata.
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Figura 13- Espectro de massas (ESI") e espectro de UV referente ao tempo de retencio 8,4
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e referente ao tempo de retencdo 9,3-9,8 minutos
(Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) das folhas de K. pinnata.
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Figura 14- Modo positivo MS? de [M+H]" (m/z 581.2), referente ao tempo de retencdo 8,4
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e (m/z 581.2) referente ao tempo de retencdo 9,5
minutos (Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) correspondente a substancia quercetina 3-
O-B-D-xilopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo (4) e seus fragmentos, identificada no
extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata.
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Figura 15- Espectro de RMN 'H da substancia quercitrina (5) (ppm, 300MHz, CDOD)-
Dados proveniente da dissertacdo de mestrado.

HNomnali ed nbensity

nviaz-n.001 26p VerticalScaleFactor = 1 METHANOL 4

= —0.9556084

\oga28

[METHANOL-24

6190967
618546
— 5381828

I:'G 352904
~—8.347255

=3.310000

=4 202073

-
.
.

I
i

-

Cnemical Sni (gpm)

Figura 16- Espectro de RMN **C da substancia quercitrina (5) (ppm, 75 MHz, CD;OD)-
Dados proveniente da dissertacdo de mestrado.
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Figura 17- Espectro de massas (ESI") e espectro de UV referente ao tempo de retengdo 9,1
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e referente ao tempo de retengdo 10,6 minutos
(Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) das folhas de K. pinnata.
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Figura 18- Modo positivo MS? de [M+H]" (m/z 448.9), referente ao tempo de retengdo 9,1
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e (m/z 448.9) referente ao tempo de retencéo 10,6
minutos (Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) correspondente a quercitrina (5) e seus
fragmentos, identificada no extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata.
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Figura 19- Espectro de massas (ESI") e espectro de UV referente ao tempo de retencéo 13-
13,3 minutos (Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) das folhas de K. pinnata.
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Figura 20- Modo positivo MS? de [M+H]* (m/z 493.3 ), referente ao tempo de retengdo 13-13
minutos (Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) correspondente a 4°,5,7-tri-hidroxi-3’,8-
dimetoxiflavona 7-O-B-D-glicopiranosideo (5.1) e seus fragmentos, identificada na fracédo
acetato de etila de K. pinnata.

lmens‘i +MS2(493.2), 17.3min #550
x10 347.0

[M+H-Glc] ———

0.6

0.4

331.1
0015 T T T T T T T s T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 mwz

Figura 21-Espectro de massas (ESI") e espectro de UV referente ao tempo de retencio 11,8
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e referente ao tempo de retengdo 13,3-13,9
minutos (Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) das folhas de K. pinnata.
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Figura 22- Modo positivo MS? de [M+H]" (m/z 565.2), referente ao tempo de retencdo 11,8
minutos (Figura 1) para o extrato bruto (A) e (m/z 565.3) referente ao tempo de retencédo
13,3-13,9 minutos (Figura 1) para a fracdo acetato de etila (B) correspondente a kaempferol-
3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo (6) e seus fragmentos, identificada
no extrato bruto e fracdo acetato de etila de K. pinnata.
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