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AVALIAQAO FITOQUI'MICA, MUTAGENICA E POTENCIAL TOXICO DAS
FOLHAS DE Kalanchoe laetivirens Descoings?

Adriana Macaério da Silva Santos?
Fabio Gomes Possmoser?
Natélia Faria Romao Ferreira*

RESUMO: Kalanchoe laetivirens Descoings é uma planta originaria de Madagascar, Africa. Faz parte
do género de plantas Kalanchoe, que possui outras espécies difundidas em varias partes do mundo e
sdo muito utilizadas para o tratamento de diversas doencas. No Brasil, a K. laetivirens é usada em
formas de chas, garrafadas e ainda para fins religiosos. O presente estudo teve como objetivo identificar
0s metabdlitos secundarios presentes na espécie por meio de avaliacdo fitoquimica nos extratos
aquoso, etanodlico e metandlico, além de avaliar o potencial mutagénico e citotéxico nas diferentes
concentractes do extrato aquoso e etandlico, através do sistema bioindicador teste Allium cepa. Nas
folhas da K. laetivirens foram encontrados metabdlitos secundarios como: alcaloides, cumarinas,
flavonoides, taninos e triterpenos. O bioindicador Allium cepa indicou citotoxicidade nas maiores
concentracées do extrato aquoso e em todas as concentracGes do extrato etandlico. As maiores
concentracbes do extrato aquoso tiveram aumento no indice mitético quando comparadas com as
concentracbes T75 EE, T50 EE e o controle negativo. JA& a mutagenicidade ndo teve dados
estatisticamente significante comparado ao controle negativo. Os extratos da K. laetivirens mostraram
potencial para serem utilizados na area medicinal, carecendo de pesquisas mais aprofundadas.

Palavras-chave: Kalanchoe laetivirens. Africa. Plantas medicinais. Metabdlitos secundarios.

PHYTOCHEMICAL, MUTAGENIC AND TOXIC POTENTIAL EVALUATION OF
Bryophyllumlaetivirens

ABSTRACT:Kalanchoe laetivirens Descoings is a plant originally from Madagascar, Africa. It is part of
the plant genus Kalanchoe, which has other widespread species in various parts of the world and is
widely used to treat various diseases. In Brazil, K. laetivirens is used in teas, bottles and for religious
purposes. The present study aimed to identify the secondary metabolites present in the species by
phytochemical evaluation in aqueous, ethanolic and methanolic extracts, as well as to evaluate the
mutagenic and cytotoxic potential in the different stages of the aqueous and ethanolic extract, besides
the Allium cepa test bioindicator system. strain. In the leaves of K.laetivirens were found secondary
metabolites such as: alkaloids, coumarins, flavonoids, tannins and triterpenes. No Allium cepa
bioindicator indicates cytotoxicity in the largest variations of the aqueous extract and in all variations of
the ethanolic extract. The higher the number of heater extremes, the smaller the increase was compared
to the T75 EE, T50 EE and negative control indicators. Mutagenicity had no statistically significant data
compared to the negative control. K. laetivirens extracts show potential for use in the medicinal field by
researching further.

Key words:Kalanchoe laetivirens. Africa. Medicinal plants. Secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

Ha séculos os seres humanos utilizam plantas ndo apenas para alimentacao,
mas também no tratamento de doencas, criando assim, um vasto conhecimento
popular a respeito das mais diversas ervas e plantas utilizadas na medicina atual
(FERREIRA e PINTO, 2010).

Muitas familias utilizam plantas no tratamento de enfermidades através da
pratica oral de ensino, passando o conhecimento das plantas utilizadas através de
geracdes (FIRMO et al., 2012), sendo ainda o Unico meio terapéutico de parte da
populacéo brasileira e mundial que se encontram sem muitos recursos financeiros, o

gue impossibilita a compra de medicamentos tdo caros (ARGENTA et al., 2011).

Com o passar dos anos, ocorreram avangos tecnoldgicos nas areas da saude,
criando formas de tratamento e cura para diversas doencas. Houve entdo o
crescimento de medicamentos industrializados, conhecidos como alopaticos, 0s quais
asseguravam a cura para diversas enfermidades. Mesmo com todo esse incentivo da
indUstria farmacéutica, parcela da populacdo mundial recorre a praticas

complementares como o uso de plantas medicinais (BADKE et al., 2011).

No Brasil, a pratica de utilizar plantas para cura de doencas veio através dos
indios, que obtiveram conhecimento através de seus colonizadores europeus, onde
puseram em pratica a fitoterapia (BRAGA, 2011). Além disso, 0 pais possui um grande
potencial para desenvolver medicamentos fitoterapicos, pois dispde de uma variada
diversidade em sua flora, sendo considerado um grandioso patriménio genético em
diversidades de espécies (FRANCISCO et al., 2010).

E comum ver a populacéo brasileira utilizando plantas advindas da Africa em
usos fitoterapicos, como, por exemplo: O gergelim (reumatismo, dores no ouvido,
anemias, catarata), o meldo de Séo Caetano (febres, dores no figado e expectorante);
A rucula (ténico, diurético, no tratamento de cancer e colites), 0 manjericao (diarréias,
cOlicas, flatuléncias), o rapuncio (doencas da boca, rachaduras e fissuras), guandu
(tosses, dores de garganta e diurético), entre outras variadas espécies que sao
comumente utilizadas (GONSALVES, 2016).



Na Africa, ha uma grande demanda de plantas medicinais (SALIH et al., 2017)
que foram trazidas ao Brasil através de troca de plantas entre a Africa Ocidental e a
América Oriental, que tinha por objetivo alimentar os escravos e a populacdo
(FERRAO, 2013). Muitos escravos puderam contribuir com plantas trazidas da Africa,
difundindo assim, conhecimentos entre indios, europeus e africanos (GIRALDI, 2010).

Originaria de Madagascar, na Africa, o género de plantas suculentas
Kalanchoe, possui mais de 125 espécies (Costa et al., 2008), sendo comumente
utilizada na China, Africa, Brasil e Austrélia no tratamento caseiro para diversos tipos
de doencas (KAEWPIBOON et al., 2014).

A espécie Kalanchoe laetivirens Descoings pertence ao género Kalanchoe que
faz parte da familia Crassulaceae, planta que atinge de 15 a 30 centimetros de altura,
suas folhas sdo pecioladas, crenadas e ovais. A K. laetivirens produz paniculas de
flores de janeiro a marco (BRICKELL, 2003). Plantas do género Kalanchoe resistem
a altas temperaturas e ao clima seco e arido, sendo comumente encontradas em solos
pobres de nutrientes em todo o mundo e se adaptando bem em diferentes condic¢des.
Em outras espécies de Kalanchoe, como a K. laetivirens, encontra-se meristemas, o
gue a torna facil de reproduzir em solos secos e locais aridos (ALLORGE-BOITEAIJ,
1996). A espécie K. laetivirens ndo possui registros cientificos a respeito de quando

veio para a América do sul.

Na cultura ritualistica de matriz africana difundida no Brasil, a K. laetivirens é
utilizada para cunho religioso, onde dizem que o banho com a planta atua na
comunicacdo de pessoas com problemas de socializacdo e comunicacao. Ainda, ha
relatos que a K. laetivirens age como anti-inflamatorio, cicatriza lesbes e feridas,

diminui a febre e cura o cancer (ALVES, 2019).

A K. laetivirens é popularmente utilizada no Brasil, em forma de garrafadas e
chés, apesar de nao ter comprovacdes cientificas sobre os metabdlitos secundarios
dessa espécie. O mundo cientifico ndo aceita o fato de que cha nao faz mal a saude
humana, pois uma planta administrada de maneira errada pode ocasionar muitos
danos se forem consumidos sem o conhecimento cientifico necesséario (BRAGA,
2011).



Na literatura, ndo foram encontradas muitas pesquisas a respeito da espécie K.
laetivirens, sendo de total interesse aprofundar estudos sobre os metabdlitos
secundarios dessa suculenta, visto que a populacao utiliza a K. laetivirens de forma
indiscriminada, no uso terapéutico de diversas patologias.

O presente trabalho tem por objetivo identificar os metabdlitos secundarios
presentes na espécie Kalanchoe laetivirens Descoings, por meio de avaliacdo
fitoquimica, descrevendo a presenca dos compostos secundarios presentes nas
folhas da espécie vegetal, além de avaliar seu potencial mutagénico e citotoxico nas
diferentes concentracbes do extrato aquoso e etandlico, através do sistema

bioindicador teste Allium cepa.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencéo e preparo do material botanico

As folhas de Kalanchoe laetivirens utilizadas no presente estudo sao
provenientes do municipio de Ji-Parana, Rondbnia, com as coordenadas10°52'54.5"S
61°55'08.7"W. As folhas foram coletadas no més de setembro de 2019 e submetidas
a identificacdo botanica, sendo depositada sua exsicata no herbario Dr. Ary
Tupinamba Penna Pinheiro do Centro Universitario Sdo Lucas de Porto Velho,

Rondonia, Brasil, identificada com o numero 7796.

As folhas coletadas foram encaminhadas para o laboratério de Farmacognosia
e Fitoquimica do Centro universitario Sado Lucas Ji-Parana, onde foram lavadas em
agua corrente para retirar sujidades, afim de evitar interferéncia nos resultados, e
entdo foram preparados trés extratos para a realizagdo dos testes fitoquimicos,

mutagénico e citotoxico.



2.2 Preparo dos extratos

2.2.1 Extrato aquoso

Preparado de acordo com Potrickos (2013), as folhas foram picadas com
tesoura e pesadas 300 gramas em balanca de precisdo, apds, colocadas em um
béquer com 1 L de agua destilada aquecida a 80°C. O béquer foi fechado e colocado
em local escuro para evitar degradacao de compostos sensiveis a luz. Quando esfriou
a temperatura ambiente, foi utilizado para realizacéo dos testes fitoquimicos.

2.2.2 Extrato etandlico

Preparado de acordo com Cunico (2004), foram pesadas 300 gramas de folhas
em balanca de precisdo e apos, feita a maceracdo até obter-se uma mistura
homogénea. Em vidro ambar, o alcool etilico e 0 macerado foram inseridos, tampado
e envolvido com papel aluminio e deixado em ambiente com auséncia de luz por 7
dias. Apés o tempo determinado, o extrato foi filtrado em papel filtro e colocado no
evaporador rotativo afim de retirar todo o alcool, ficando apenas o extrato bruto. Apos
a evaporacao, colocado em placas de Petri e envolvido com papel aluminio e deixado
em estufa de secagem por 3 dias para evaporacao completa do alcool do extrato bruto,

para assim, ser utilizado nos testes fitoquimicos.
2.2.3 Extrato metandlico

Preparado de acordo com Gomes (2013), para a preparacdo do extrato
metandlico, foram pesadas 300 gramas de folhas em balanca de preciséo, feita a
maceracao e inserida em 1 L de alcool metilico, apds, foi tampado e envolvido com
papel aluminio e deixado em ambiente com auséncia de luz por 3 dias. Apos o tempo
determinado, o extrato foi filtrado em papel filtro e colocado no evaporador rotativo, a
fim de se retirar todo o alcool, ficando apenas o extrato bruto. Apds a evaporacao,
colocado em placas de Petri, envolvido com papel aluminio e deixado na estufa de
secagem por 3 dias para completa evaporacéo, afim de ser utilizado nos testes

fitoquimicos.



2.3 Avaliacéo fitoquimica

A identificacdo dos compostos secundarios dos extratos aquoso, etandlico e
metandlico da K. laetivirens foi realizado por meio de técnicas com principios
colorimétricos seguindo as metodologias recomendadas, a qual os compostos
pesquisados foram: Alcaloides, Cumarinas, Flavonoides, Saponinas, Taninos e
Triterpenos.

2.3.1 Flavonoides

Esta pesquisa baseia-se na modificacdo da estrutura do flavonoide em
presenca de acido. Seguindo a técnica de Radi (2007) com adaptacdes, colocou-se
em tubos distintos, 2,0 ml de cada extrato (aquoso, etandlico e metandlico), sendo
adicionado duas gotas de acetato de chumbo a 10%. A presenca de um precipitado

corado indica positividades da reacéo.

2.3.2 Cumarinas

De acordo com Radi (2007) e adaptacdes, utilizou-se 2,0 ml de cada extrato
(aquoso, etandlico e metanolico) em tubos distintos, tampou-se com gaze impregnado
em solucdo 10% de NaOH e levou-se a banho maria a 100°C por 10 minutos.
Removeu-se a gaze e observou-se perante luz ultravioleta. A presenca de

fluorescéncia de cores amarelo ou verde caracteriza-se por cumarinas.

2.3.3 Taninos

Seguindo a metodologia de Harborne (1998) com adaptacées, utilizou-se 2,0
ml de cada extrato (aquoso, etandlico e metanélico) em tubos distintos, adicionou-se
10 ml de agua destilada. Filtrou-se e com o auxilio da pipeta de Pasteur, adicionou-se
duas gotas da solucgéo de cloreto férrico a 10%.A presenca de pigmentacao azul indica
possivel presenca de taninos hidrolisaveis, e pigmentacdo verde de taninos

condensados.



2.3.4 Saponinas

Seguindo a técnica de Radi (2007) com adapta¢fes, neste ensaio, com 2,0 ml
de cada extrato (aquoso, etandlico e metandlico) em tubos distintos, foi adicionado 5,0
ml de &gua destilada a 100°C. Apds resfriamento, agitou-se vigorosamente, deixando
em repouso por 20 minutos. Classifica-se a presenca de saponinas pela formacao de

espumas.

2.3.5 Alcaloides

Para realizar o ensaio, seguimos as etapas de acordo com Radi (2007), com
adaptacdes, onde utilizou-se 2,0 ml de cada respectivo extrato em tubos separados
(aquoso, etanolico e metandlico) a ser utilizado, sendo adicionado 2,0 ml de acido
cloridrico (10%), onde aqueceu a mistura por 10 minutos com temperatura al00°C.
Apobs o resfriamento, cada extrato foi dividido em quatro tubos de ensaios e colocadas

oito gotas, utilizando pipeta de Pasteur, dos seguintes reativos de reconhecimento:

Tubo 1 - Reativo de Mayer: observando formacédo de precipitado branco ou leve

turvacao branca;

Tubo 2 - Reativo de Dragendorff: observando formacéo de precipitado de coloracdo

laranja a vermelho;

Tubo 3 - Reativo de Wagner: observando formacdo de precipitado de coloracéo

alaranjado.

Tubo 4 -Reativo de Bertrand: observando turvacéo ou leve precipitado branco.

2.3.6 Triterpenos

Utilizamos essa técnica de acordo Cunico (2004) onde nesse ensaio, utilizou-
se 2,0 ml de cada extrato (aquoso, etandlico, metandlico) em tubos distintos e
adicionados 2,0 ml de cloroférmio, 1,0 ml de anidrido acético e 4 gotas de &cido
sulfarico. Os triterpendides manifestam coloragé@o duravel e os esteroides apresentam

coloragéo variavel com o tempo.



Potencial mutagénico e citotoxico

Para determinacdo do potencial mutagénico do extrato aquoso e do extrato
etanolico de K. laetivirens utilizou-se o teste in vivo com Allium cepa, onde 0 mesmo
foi realizado no laboratério de Biologia Molecular do Centro universitario Sdo Lucas
Ji-Parana.

Foram utilizados 7 bulbos de A. cepa para cada grupo:CN=Controle Negativo;
CP=Controle Positivo; T100 EA=Tratamento a 100% do Extrato Aquoso; T75
EA=Tratamento a 75% do Extrato Aquoso; T50 EA=Tratamento a 50% do Extrato
Aquoso; T25 EA=Tratamento a 25% do Extrato Aquoso; T100 EE=Tratamento a 100%
do Extrato Etanolico; T75 EE=Tratamento a 75% do Extrato Etandlico; T50
EE=Tratamento a 50% do Extrato Etandlico; T25 EE=Tratamento a 25% do Extrato
Etandlico, totalizando 70 bulbos, que ficaram imersos em agua destilada por 24 horas,
onde, apos transcorrido esse periodo, a parte inferior dos bulbos foram colocadas para

germinar nas solucdes a serem testadas.

Apoés 48 horas, duas raizes de cada cebola foram cortadas e colocadas em
eppendorfs com solucdo metanol/acido acético (3/1) por 12 horas, apos foi feito a
hidrolise com HCI em banho maria a 60°C por 7 minutos, depois foi preparado as
laminas e coradas com kit panotico rapido LB, realizando em seguida o squash com
auxilio de uma laminula a fim de promover uma melhor visualizacdo das células
meristematicas (MENEGUETTI ET al.,, 2012). As cebolas ficaram em ambiente
controlado sob temperatura de 24 °C e com as cortinas abertas. O controle negativo

constituiu-se de agua destilada e o positivo de sulfato de cobre a 0,0006g/mL.

Com base na leitura das laminas realizadas com as objetivas de 40x e 100x foi
observada a formacdo de micronucleos em 1.000 células. Além da verificacdo do
indice mitético, aquantidade de células em mitose, sendo préfase, anafase, metafase
e tel6fase divididas pela quantidade total de células, intérfase e mitose,e o resultado
obtido multiplicado por 100 (PIRES et al.,, 2001). No quinto dia do experimento,
selecionou-se a maior raiz e analisou-se seu comprimento com ajuda de um
paquimetro (FISKESJO, 1988).



Tratamento Estatistico

O tratamento estatistico do presente estudo foi determinado por andlise de
variancia unidirecional (ANOVA) através do software OriginPro 2018, onde para
comparacgdo das médias dos tratamentos utilizou-se os testes de Dunnett e Tukey ao

nivel de significancia de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo fitoquimica

A avaliagédo fitoquimica realizada com as folhas de K. laetivirens nos extratos

aquoso, etandlico e metanolico,estdo demonstradas na tabela 1.

Tabela 1. Comparacdo dos compostos secundarios, encontrados em diferentes extratos da K.

laetivirens
Metabolitos Extrato Extrato Extrato
AQuOoso Etandlico Metandlico
Alcaloides
Dragendorff - + -
Bertrand - - -
Wagner - - -
Meyer + + +
Saponinas - - -
Flavonoides + +
Cumarinas + +
Taninos + - -
Triterpenos - + +

No presente estudo, pode-se observar a presenca de alcaloides nos diferentes
extratos da K. laetivirens. Estudos feitos por Legramandi (2011) em folhas de espécies
diferentes como K. gastonis-bonnieri e K. Pinnata, demonstraram presenca de
alcaloides quando submetidas a analise fitoquimica, sendo considerado um metabdlito
secundario com boa atividade antifungica (ARIF et al., 2009). Segundo Lans (2006),
em Trinidad e Tobago, o uso popular da K. pinnata para o tratamento de problemas

urinarios e colesterol alto, foram evidenciados através de pesquisa e comprovado sua



eficdcia. Nos seres humanos, os alcaloides podem gerar respostas de intera¢cdes com
neurotransmissores, podendo ser psicoldgicas ou fisiolégicas. Em doses altas os
alcaloides podem ser toxicos, porém, se administrados em doses pequenas, podem
atuar como relaxantes musculares, tranquilizantes e como supressores da tosse
(GARCIA e CARRIL, 2011). Kouitcheu Mabeku e colaboradores (2017) evidenciaram
gue compostos como alcaloides e outros presentes na espécie como a K. pinnata
podem inibir, bem como proteger a mucosa gastrica contra o Helicobacter pylori, e
sdo muito utilizadas para o tratamento tradicional e caseiro de doencas respiratérias,
tumores, diabetes, gastrites, infecgcOes bacterianas e inflamacdes (FERNANDES et
al., 2019).

Os trés extratos realizados com as folhas da K. laetivirens, demonstraram
auséncia de saponinas, resultados concomitantes aos encontrados por Coelho e Lima
(2016) que demonstrou auséncia de saponinas na espécie vegetal de K. pinnata
guando submetida a testes fitoquimicos para realizacdo de sabonetes provenientes
do extrato. A fim de conhecer as atividades oxidantes e os metabdlicos secundarios
da K. pinnata, Bayona Pinto e Pefla Zambrano (2017) realizaram a avaliacéo

fitoquimica da espécie e também constataram auséncia de saponinas.

As saponinas possuem efeito broncodilatador e anti-inflamatério, sendo
comumente encontrado em espécies ndo suculentas, como por exemplo, Justicia
pectoralis Jacq., conhecida popularmente como Anador (LEAL et al., 2000). As
saponinas sdo muito utilizadas na indastria cosmética e alimenticia e tem grande
importancia na saude humana sendo muito utilizada também na nutricdo animal,
ainda, ha pesquisas sendo feitas sobre esse composto que pode atuar como

adjuvante em vacinas na area imunoldgica (CASTEJON, 2011).

A presenca de flavonoides nos trés extratos das folhas da K. laetivirens foram
evidenciados pelo precipitado ao fundo dos tubos, demonstrado resultado positivo. Os
flavonoides possuem variadas acdes biolégicas, porém, se destaca por ser um
poderoso anti-inflamatério atuando sobre o sistema imunolégico e podendo ser
facilmente encontrados em frutas, verduras, legumes e plantas medicinais
(COUTINHO et al.,, 2009). Um estudo realizado por Sobreira (2013) constatou a
presenca de flavonoides em espécies como a K. pinnata, evidenciando que esse
composto pode atuar na protecdo e cicatrizacdo de Ulceras géastricas. Fernandes e

colaboradores (2019) também relatam que espécies como a K. pinnata e K.



brasiliensis demonstraram o6tima atividade anti-inflamatéria quando testadas em
camundongos com edema induzido, devido a presenca de flavonoides em ambas
espécies, porém a espécie K. brasiliensis demonstrou melhores resultados. Boscolo
e Valle (2008) relatam que em Quissama, Rio de Janeiro, Brasil, que é comum
encontrar em feiras livres a venda de K. brasiliensis, no uso popular é utilizado para

tratar frieiras, pancadas, erisipela, bronquite, gripes, queimaduras e Ulceras.

Em Vilhena, no estado de Rondbnia, Brasil, um levantamento de dados,
constatou que a K. brasiliensis € muito utilizada através de infusédo das folhas pela
populacdo para tratar de infecgbes (LIMA et al., 2011). No Egito, Singab e
colaboradores (2011) submeteram a testes fitoquimicos a espécie K. marmorata baker
tendo como resultado a presenca de grande quantidade de flavonoides. Um estudo
realizado por Pandurangan e colaboradores (2019) na india, demonstrou que a
espécie K. calycinum agiu como anti-inflamatério quando testado em modelos de
granulomas em patas de ratos induzidas por carragenina. Em estudos fitoquimicos
semelhantes, Bogucka-Kocka (2018) constatou a presenca de flavonoides em
espécies como K. daigremontiana,K. perrier, K. nyikae e K. milloti, 0 que podemos
constatar que variadas espécies do género de plantas Kalanchoe possuem

metabolitos secundarios como os flavonoides.

Os trés extratos da K. laetivirens se mostraram positivos para cumarinas, onde
evidenciou-se a coloracao verde claro quando exposta a luz ultravioleta. Alguns tipos
de cumarinas se destacam por possuirem atividade anticoagulante e podem ser
encontradas nas plantas, desde o caule até as folhas (PITTNER, 2017). As cumarinas
também se destacam na quimica medicinal, como potente oxidante, antitumoral e
antifingico (CORREA et al., 2015). Um estudo realizado por Morillo Horna (2018),
constatou que nas folhas da espécie K. pinnata, foram encontradas a presenca de
cumarinas, o qual relatou haver efeito antibacteriano no extrato etandlico frente a

cepas da bactéria Escherichia coli.

Segundo De Moura e colaboradores (2015), foram encontradas cumarinas na
espécie K. brasiliensis quando analisadas fitoquimicamente. Em um estudo realizado
por Valencia e Zavaleta (2017) demonstraram que houve inibicdo hemorragica por
picada de cobra Bothrops jararaca utilizando o extrato aquoso de K. brasiliensis
através de inducdo de hemorragia intradérmica. Maisterra Udi (2016) aponta em seu

estudo, que espécies como K.gastonis-bonniere, K. daigremontiana e K. pinnata



possuem as cumarinas como metabdlitos secundéarios, além de conterem

carboidratos, proteinas e agucares.

A presenca de taninos s6 podde ser evidenciada no extrato aquoso da K.
laetivirens, sendo ausente nos extratos etandlico e metandlico, de modo que os
taninos geralmente sdo mais sollveis em agua do que pelos demais solventes (SILVA
et al., 1999). De Souza e colaboradores (2013) observaram que ao realizar o
screening fitoquimico pelo método de secagem e decoccéo das folhas da espécie K.
pinnata houve presenca de taninos. Um estudo realizado Mejia e Gallego(2014)
demonstrou que o extrato metandlico da espécie K. daigremontiana possui grande
guantidade de taninos. Tanino € um composto geralmente encontrado em frutas,
legumes e plantas e muito estudado por ter relacdo com um potencial efeito anti-
inflamatorio (ALBURQUERQUE e ANDRADE, 2002).

No estudo, podemos relatar a presenca de triterpenos nos extratos etandlico e
metanalico, sendo ausente no extrato aquoso. Um estudo fitoquimico realizado por
Pushug (2017), constatou a presenca de triterpenos em extrato etanolico
demonstrando a auséncia desse metabdlito no extrato aquoso, corroborando com
nosso estudo, o pesquisador relata ainda, que o extrato alcoolico € ideal para gerar

efeito anti-inflamatorio, sendo, portanto, o mais adequado.

Ao realizar uma pesquisa para fazer uma bebida nutragénica a partir da K.
gastonis-bonniere, Aguilar Valverde (2017) demonstra a rica quantidade de triterpenos
na espécie, sendo considerada com boa acdo anti-inflamatéria, antiviral e
antimicrobiana e antitumoral. Feitosa (2018) realizou um estudo sobre o efeito do
triterpenos utilizando modelos animais para entender dores neuropaticas,
inflamatoérias e do cancer e os resultados demonstraram efeito antinociceptivo,
trazendo evidencias que os triterpenos mostram oOtima atividade anti-inflamatdria,
analgésica e antitumoral. De Menezes (2019), realizou um estudo com 24 terpenos
sobre atividade neoplasica, e foi evidenciado que o triterpenos demonstraram

melhores resultados.

Nesse estudo fitoquimico podemos observar a disparidade de resultados nos
extratos aquoso, etandlico e metandlico estudados que segundo, Sanches (2005), a
diferenca de metabdlitos secundérios de um extrato para outro pode ser ocasionada

devido as metodologias empregadas, visto que, um determinado método pode



influenciar na presencga ou auséncia de metabdlitos, conferindo uma diversidade nos

resultados.

3.2 Avaliacdo do potencial mutagénico e citotoxico

Utilizando o modelo teste Allium cepa, podemos verificar o comportamento do
crescimento radicular comparado aos grupos controles, conforme figura 1. Onde, em
todos os tratamentos realizados com extrato etandlico e os tratamentos com as
maiores concentracdes do extrato aquoso de K. laetivirens, houve uma reducdo do
crescimento radicular em relacdo ao controle negativo estatisticamente significante,

demonstrando um efeito citotoxico para o modelo teste Allium cepa.
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Figura 1. Média do desenvolvimento das raizes de Allium cepa sob diferentes concentra¢cdes do extrato
aquoso e etandlico das folhas de K. laetivirens.

** Verificagdo de variancia ANOVA através do teste Tukey a 5% de significancia (P < 0.05).

A figura 1 mostra que nas maiores concentracdes do extrato aquoso T100, T75
e T50 houve diminuicdo no tamanho das raizes, indicando citotoxicidade, ja na

concentragdo T25 ndo impediu 0 seu crescimento, portanto ndo houve efeito sobre



ela. J& no extrato etandlico, a K. laetivirens reduziu drasticamente o crescimento das
raizes em todas as concentragfes, indicando um maior potencial citotoxico neste

extrato.

Um estudo realizado por Mourao (1999) verificou a toxicidade aguda pela dose
letal (DL 50) do extrato aquoso das folhas da espécie K. brasiliensis a qual nao
constatou toxicidade letal. No estudo realizado por Fonseca (2014), o extrato da K.
brasiliensis mostrou baixa toxicidade aguda nas doses utilizadas e ndo demostrou
toxicidade quando ministrada durante um periodo de 30 dias. Estes resultados
divergiram dos resultados obtidos no teste da espécie K. laetivirens, o que € plausivel,
pois sdo espécies diferentes, portanto podem apresentar toxicidade diferente. Isto
também se deve ao fato de que foram utilizados modelos de testes diferentes.

Silva (2007) analisou a toxicidade aguda do extrato hidroetandlico 90% das
folhas de K. brasiliensis em ratos, afim de encontrar a DL 50 do extrato, e constatou
varias reacoes a nivel do sistema nervoso central. Na mesma pesquisa foi realizado
0 bioensaio de citotoxicidade com Artemia salina, onde o extrato hidroetanodlico
demonstrou toxicidade no teste, corroborando com os resultados encontrados na
espécie K. laetivirens, onde a mesma demonstrou possuir efeito citotéxico capaz de

interferir no crescimento das raizes.

As espécies K. daigremontiana,K. Fedtschenkoi e K. tubiflora foram
administradas em aves com duas semanas de idade, com dose de 8-12 mg/kg e
apresentaram alta toxicidade. Posteriormente, as espécies K. Blossfeldiana e K.
tomentosa ndo mostraram alta toxicidade (WILLIAMS e SMITH, 1984). A Kalanchoe
spp. ao longo dos estudos existentes, tem se revelada toxica para varias e diferentes
espécies de animais, abrangendo caes, gatos, aves, ovinos e bovinos e roedores
como ratos (MILEWSKI e KHAN, 2006). Assim como nos animais, o género Kalanchoe
spp. possui um potencial téxico no bioindicador Allium cepa, e esta é uma
caracteristica deste género. Um estudo realizado por Teixeira (2010) com o extrato de
K. bloosfeldiana, demonstrou resultados que néo produziram intoxicacdo em animais

de estimacdo como cées, quando submetidos ao teste realizado.

Os tratamentos realizados com Allium cepa mediante as concentracdes T75
EE, T50 EE e T25EE apresentaram um indice mitético reduzido estatisticamente

significante em relacdo ao T100 EA, no entanto, em relagcdo aos grupos controles n&o



houve diferenca estatistica significante, segundo teste ANOVA/TUKEY a 5% de
significancia. Dessa forma, pode-se perceber um aumento no indice mitético nos
tratamentos com as maiores concentracdes do extrato aquoso (T100 EA e T75EA) em

relacdo aos controles e aos demais tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2. Média das células examinadas em Mitose e indice mitético alcancado mediante teste Allium

cepa por analise em determinadas concentracdes do extrato aquoso e etanolico de K. laetivirens

Fases Mit6ticas

Tratamento Interfase Profase Metéfase Anafase Tel6fase IM
CN 7603 4230 84 78 5 36,64
CP 8073 5718 21 30 74 41,99

T100 EA 4157 7924* 8 11 0 65,64*
T75 EA 2879 5116 1 1 0 64,00
T50 EA 5079 4898 15 8 0 49,21
T25 EA 4704 5237 29 30 0 52,96
T100 EE 2982 4117 0 1 0 58,00
T75 EE 1550 1450** 0 0 0 48,33**
T50 EE 4758 2242** 0 0 0 32,03**
T25 EE 6597 3473 11 9 0 34,62**

** Dados altamente significativos segundo dados estatisticos realizados com a verificagdo de variancia
ANOVA através do teste Tukey a 5% de significancia (P < 0.05).

* Dados significativos obtidos através da verificagdo de variancia ANOVA através do teste Tukey a 5%
de significancia (P < 0.05).

A tabela 2 aponta que o teste T100 EA apresentou a maior porcentagem de
préfases, estatisticamente significante, quando comparado as concentracbes T’TSEEe T
50 EE, a qual essa ultima apresentou também um menor indice mitético. O extrato aquoso
apresentou um aumento no indice mitético nas suas maiores concentracdes, onde apenas
0 T50 apresentou um indice mitético menor e mais proximo dos testes do extrato etandlico

e controle negativo. Ja no extrato etandlico o indice mitdtico maior foi do T100, ficando



bem préximo das maiores concentra¢des do extrato aquoso, e as demais concentragdes

ficaram com valores mais proximos do controle negativo.

O indice de divisdo mitética pode apresentar diferenca entre os tratamentos, o
gue pode indicar uma distinta acao fisioldgica de cada um dos extratos aplicados a cebola
(IGANCI, 2006), indicando que diferentes concentragdes agem de formas diferentes nas

células e podem ter resultados diferentes quando comparados entre si.

Em todos os tratamentos, foi observado um maior nimero de préfases em
relacéo as outras fases da mitose, no entanto, os bulbos submetidos aos tratamentos T75
EE e T50 EE tiveram um numero reduzido de préfases em relacdo aos grupos controles
e o tratamento com o extrato aquoso 100% (T100 EA) estatisticamente significante,
conforme demonstrado na tabela 2. Por outro lado, o tratamento T100 EA, houve uma

guantidade de profases mais elevadas que 0s outros tratamentos, de forma significativa.

Estes resultados apontam que os dois extratos nas suas maiores
concentracfes possuem maior potencial de interferir nas divisdes mitdticas, aumentando
assim o numero de profases, tais como os testes T100 e T75 aquoso e T100 etandlico, e
as menores concentracdes nao possuem tal efeito de interferir nas divisdes celulares,
apresentando um maior numero de interfases. Como descreveu Iganci (2006), diferentes
concentracfes agem de forma diferente nas células e podem ter resultados diferentes
guando sdo comparadas umas com as outras, algumas podem ter um maior nimero de

préfase e outras um maior numero de interfases.

O teste de micronucleo constatou que nenhum dos tratamentos manifestou
frequéncia de micronucleos com significancia estatistica quando comparado ao grupo
controle negativo (CN) (Figura 2), consolidando que tanto os extratos aquosos e etandlico

de K. laetivirens ndo apresentam efeito mutagénico.
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Figura 2. Média de micronucleos por tratamento do extrato aquoso e etandlico das folhas de K.
laetivirens.

*** Dados significantes em relagdo ao controle negativo com verificacdo de variancia ANOVA através
do teste Tukey a 5% de significancia (P < 0.05). Mas, com significAncia intermediaria entre todos os
dados significantes.

Um estudo realizado por Umbuzeiro-Valent (1999) testou o suco da K. pinnata,
onde nao demonstrou atividade mutagénica em nenhuma das quatro estirpes
testadas. Estes resultados corroboram com o experimento feito a partir da K.
laetivirens, pois este ndo apresentou muita presenca e frequéncia de micronucleos,
indicando que os extratos testados ndo possuem potencial para causar mutacdes nas

células.

Ja Paiva e Batitucci (2008) realizaram testes do extrato bruto hidrodlcoolico a
50% de folhas da K. brasiliensis, com posterior avaliacdo da presenca e frequéncia de
micronucleos em eritrécitos da medula éssea de camundongos onde os resultados
obtidos sugerem efeito mutagénico do extrato, na dose administrada, o que difere do
resultado apresentado da K. laetivirens, que ndo demonstrou atividade mutagénica

em nenhum dos extratos testados.



4. CONCLUSAO

A planta K. laetivirens possui propriedades fitoquimicas como alcaloides,
flavonoides, cumarinas, taninos (extrato aquoso) e triterpenos. Possui potencial
citotoxico frente ao bioindicador Allium cepa nas maiores concentra¢cdes do extrato
aguoso e em todas as concentracdes do extrato etandlico, evidenciado pela reducéo
do crescimento radicular. Foi observado que houve um aumento das fases mitéticas
demonstradas pelo aumento no ndmero de préfases nos dois extratos nas diferentes
concentragdes, possuindo potenciais diferentes de causar interferéncias nas divisoes
celulares, no entanto ndo apresenta efeito mutagénico em ambas concentragdes.
Mesmo assim, sugerimos mais estudos para comprovar a eficacia do seu uso

medicinal.
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