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RESUMO

A sinergia entre o saber tradicional e o rigor cientifico € fundamental para impulsionar
inovacdes na medicina tradicional e na fitoterapia. Considerando a importancia
histérica e a crescente relevancia das plantas medicinais na farmacologia
contemporanea, este estudo apresenta uma analise integrada de espécies do género
Kalanchoe, com énfase na diferenciacdo dessas que sio frequentemente usadas de
maneira intercambiavel na medicina popular. Neste contexto, este estudo se
concentra em realizar uma distingdo e caracterizacdo detalhada das espécies
Kalanchoe crenata, Kalanchoe daigremontiana, Kalanchoe marmorata, Kalanchoe
pinnata e Kalanchoe x houghtonii, do ponto de vista morfoanatdmico e quimico.
Através de uma abordagem farmacobotanica aprofundada, quantificagdo dos
compostos fendlicos, avaliagdo do potencial antioxidante, e definicdo do perfil quimico
por técnicas cromatograficas avancadas, os métodos empregados, incluindo
microscopia de alta resolucdo e analises quimicas modernas, servem como
ferramentas essenciais para o controle de qualidade de extratos vegetais e produtos
derivados. Os achados desta pesquisa ressaltam diferengcas notaveis entre as
espécies investigadas, contribuindo para um melhor uso na medicina tradicional e na
preparagdo de medicamentos fitoterapicos. Adicionalmente, o estudo amplia o
entendimento sobre a composi¢cao quimica e as caracteristicas especificas atribuidas
as espeécies de Kalanchoe, evidenciando a importancia de procedimentos rigorosos
de controle de qualidade na autenticagdo de insumos e garantindo a eficacia e
segurancga dos produtos derivados.

Palavras-chave: Medicina tradicional, Farmacobotanica, Fitoquimica, Quimica de
Produtos Naturais, Controle de Qualidade em Fitoterapicos.



ABSTRACT

The synergy between traditional knowledge and scientific rigor is essential for driving
innovations in traditional medicine and herbal therapy. Considering the historical
importance and the growing relevance of medicinal plants in contemporary
pharmacology, this study presents an integrated analysis of species from the genus
Kalanchoe, with an emphasis on the differentiation of species that are frequently used
interchangeably in folk medicine. In this context, the study focuses on a detailed
distinction and characterization of the species Kalanchoe crenata, Kalanchoe
daigremontiana, Kalanchoe marmorata, Kalanchoe pinnata, and Kalanchoe x
houghtonii, from morphoanatomical and chemical aspects. Through an in-depth
pharmacobotanical approach, quantification of phenolic compounds, evaluation of
antioxidant potential, and definition of the chemical profile by advanced
chromatographic techniques, the methods employed, including high-resolution
microscopy and modern chemical analyses, serve as essential tools for the quality
control of plant extracts and derived products. The findings of this research highlight
notable differences between the investigated species, contributing to better use in
traditional medicine and the preparation of herbal medicines. Additionally, the study
expands the understanding of the chemical composition and specific characteristics
attributed to the Kalanchoe species, underscoring the importance of rigorous quality
control procedures in the authentication of inputs, and ensuring the efficacy and safety
of derived products.

Keywords: Traditional medicine, Pharmacobotany, Phytochemistry, Natural Product
Chemistry, Quality Control in Herbal Medicines.
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INTRODUGAO

Por muitos séculos as plantas tém sido uma rica fonte de obtencao e/ou
inspiracéo para o estudo e desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para o
tratamento de diversas doencas. Cerca de 21.000 espécies de plantas séao
possivelmente usadas para fins medicinais, das quais a maioria € barata,
prontamente disponivel e com poucos efeitos colaterais. Esse enorme potencial
oferecido pela natureza precisa ser explorado. Além disso, uma vez que as
expectativas do mercado para farmacos produzidos a partir de bibliotecas de drogas
sintéticas ndo foram atendidas até o momento e que os medicamentos derivados de
plantas representam 33% da produgao total de medicamentos na industria, atencéo
significativa é dada as plantas medicinais para o progresso na descoberta de drogas
seguras para humanos (Akentieva et al., 2021; Sumudu Chandana; Morlock, 2021).

O estudo cientifico das propriedades terapéuticas de espécies vegetais
parte, em geral, do principio etnofarmacolégico, o qual se baseia no conhecimento
popular para a selegdo e investigacao cientifica destas, empiricamente utilizadas
para fins medicinais. Essas informag¢des auxiliam no direcionamento de estudos
farmacoldgicos, clinicos e quimicos que possam confirmar tais indicagbes, bem
como possibilitar o isolamento de novas substancias que venham a ser responsaveis
pelas agdes terapéuticas relatadas (Cass; Cassiano, 2015).

Como exemplo classico, tem-se a morfina, um alcaloide piperidinico de
importancia milenar, isolado de Papaver somniferum em 1804, que serviu de
inspiracédo e modelo até a sua completa modificagado estrutural e descoberta dos
derivados 4-fenil-piperidinicos como uma nova classe de hipnoanalgésicos.
Inumeras outras classes de metabdlitos secundarios sao representativas da
importancia dos produtos naturais na descoberta de farmacos, assim como os
glicosideos de Digitalis, empregados como cardiotdnicos e até hoje nao fora
identificado nenhum substituto equivalente. E como exemplo mais atual, tem-se a
espécie Cordia verbenacea, conhecida popularmente como erva-baleeira, a qual deu
origem ao produto Acheflan, o primeiro anti-inflamatorio tépico produzido a partir do
extrato de uma planta medicinal brasileira (Atanasov et al., 2021; Barreiro; Bolzani,
2009; Ereno, 2005).

Algumas espécies do género Kalanchoe tém uma longa historia de uso

terapéutico na cultura popular, com extensa aplicacdo em terapias complementares
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e alternativas, sendo chamadas de "folha-milagrosa" por suas notaveis propriedades
curativas e uso popular para o tratamento de varios problemas de saude
(Akulova-Barlow, 2009; Bhavsar et al., 2018; Mawla et al., 2012; Molina et al., 2019;
Stefanowicz- Hajduk et al., 2020; Zawirska-Wojtasiak et al., 2019). Em contrapartida,
0 mesmo nome popular - atrelado as similaridades morfolégicas e estruturais destas
espécies - frequentemente causa confusdo entre as pessoas que as utilizam para
fins medicinais, podendo resultar em problemas como ineficacia e/ou intoxicagdes.

Considerando isso e tendo em vista que o mercado farmacéutico exige
estratégias baseadas em provas de controle de qualidade, em particular as
estratégias que incluem a avaliagado do perfil de bioatividade de produtos contendo
os ingredientes ativos (Sumudu; Chandana; Morlock, 2021), reforga-se a
necessidade de aprimorar o conhecimento cientifico sobre as caracteristicas
botanicas e quimicas a espécies de Kalanchoe e consequentemente contribuir para
a adequada agéao farmacoldgica, principalmente, sobre seus metabdlitos.

Compreende-se a importancia de realizar estudos incluindo a diferenciagao
morfoanatdmica, identificacdo e caracterizacdo dos metabdlitos bioativos, e
realizacdo de testes biologicos para validar cientificamente a indicagdo popular
existente. Tais estudos irdo certificar maior seguranga e conhecimento quanto aos
efeitos farmacolégicos atribuidos popularmente a essas espécies (Bugno et al.,
2006; Carneiro et al., 2014; Turolla; Nascimento, 2006).

Pelos motivos citados, este trabalho se justifica pela auséncia de estudos
que permitam a diferenciacdo das estruturas morfolégicas e anatdmicas, a
determinagcdo da composi¢cao quimica e a avaliagdo de agdes bioldgicas dos
metabdlitos secundarios produzidos por espécies do género Kalanchoe,
especificamente Kalanchoe crenata (Andrews) Haw., Kalanchoe daigremontiana
Raym.-Hamet & H.Perrier, Kalanchoe marmorata Baker, Kalanchoe pinnata (Lam.)

Pers. e Kalanchoe x houghtonii D.B.Ward.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Realizar uma analise integrada dos aspectos quimicos e morfoanatémicos
das espécies Kalanchoe crenata (Andrews) Haw., Kalanchoe daigremontiana
Raym.-Hamet & H.Perrier, Kalanchoe marmorata Baker, Kalanchoe pinnata (Lam.)
Pers. e Kalanchoe x houghtonii D.B.Ward para desenvolver métodos de controle de
qualidade e avaliar o potencial terapéutico através de ensaios in vitro de atividade

antioxidante.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizacdo Morfoanatbmica e Histoquimica: detalhar as
estruturas das folhas e caules de K. crenata, K. daigremontiana, K.
marmorata, K. pinnata e K. x houghtonii utilizando técnicas de
microscopia e coloragdo para evidenciar e identificar caracteristicas
distintivas entre as espécies, bem como analise do p6é de produtos
comerciais de K. daigremontiana e K. pinnata para avaliar a
consisténcia e autenticidade em relagdo as -caracteristicas
morfoanatdmicas determinadas para as espécies vegetais
autenticadas;

e Perfil Quimico: utilizar Cromatografia de Camada Delgada de Alta
Performance (CCD-AP) para elucidar o perfil quimico dos extratos
das espécies K. crenata, K. daigremontiana, K. marmorata, K. pinnata
e K. x houghtonii, focando na identificagdo e na quantificagdo de
compostos fendlicos e avaliando suas contribuicbes para a atividade
antioxidante, bem como realizar a analise comparativa com o p6 de
produtos comerciais de K. daigremontiana e K. pinnata para avaliar a
consisténcia e autenticidade em relagdo ao perfil quimico
determinado para os extratos;

e Caracterizagdo Quimica: aplicar Cromatografia Liquida de
Ultra-Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLUE-EM)
para uma caracterizacdo detalhada dos constituintes quimicos e

analise do perfil metabdlico dos extratos de folhas das espécies de K.
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crenata, K. daigremontiana, K. marmorata, K. pinnata e K. X
houghtonii, visando uma compreensdo mais aprofundada de seus
componentes bioativos, bem como realizar a analise do p6 de
produtos comerciais de K. daigremontiana e K. pinnata para avaliar a
consisténcia e autenticidade em relagdo ao perfil quimico
determinado para os extratos;

Quantificagcdo de Compostos Fendlicos: empregar métodos analiticos
para quantificar o conteudo de compostos fendlicos totais presentes
em extratos de folhas de K. daigremontiana e K. x houghtonii,
correlacionando-os com potenciais propriedades antioxidantes;
Avaliagdo do Potencial Antioxidante: investigar a capacidade
antioxidante in vitro dos extratos de folhas de K. daigremontiana e K.
X houghtonii através de ensaios padronizados, como a captura de
radicais livres DPPH®* e ABTS®', para determinar seu potencial

bioativo.
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APRESENTAGAO

O Capitulo 1 apresenta uma revisdo abrangente sobre a diversidade e o
potencial biolégico do género Kalanchoe, pertencente a familia Crassulaceae. A
revisdo contempla os principais aspectos publicados na literatura sobre os usos
tradicionais, caracteristicas botanicas, composicdo quimica e atividade
farmacoldgica das espécies de Kalanchoe.

Adicionalmente, a revisdo aborda caracteristicas distintas e especificidades
de cada espécie do género Kalanchoe, informagdes as quais servem como ponto de
partida para pesquisas cientificas que visam validar e compreender os seus usos
para fins medicinais. Além disso, destacam-se as lacunas no conhecimento e a
necessidade de estudos adicionais para elucidar completamente o perfil fitoquimico
e farmacolégico das espécies de Kalanchoe, enfatizando a importancia de
abordagens metodoldgicas apropriadas para isolar e caracterizar compostos
bioativos.

No Capitulo 2 é apresentado um estudo focado na diferenciacéo de espécies
de Kalanchoe utilizadas como matéria-prima em produtos comerciais. Este estudo
aborda uma metodologia multidisciplinar que integra analises farmacoboténicas e
perfilagem metabdlica por métodos cromatograficos, destacando-se na identificagdo
precisa e na diferenciacao de cinco espécies do género Kalanchoe, sendo elas: K.
crenata, K. daigremontiana, K. marmorata, K. pinnata e K. x houghtonii e analise
comparativa do p6 de produtos comerciais de K. daigremontiana e K. pinnata.

Este estudo é particularmente relevante dada a dificuldade histérica em
diferenciar espécies de Kalanchoe devido as suas semelhangas morfoldgicas e o
uso compartilhado de nomes comuns, que muitas vezes levam a desafios na
autenticagao de matérias-primas e na avaliagao da qualidade de produtos derivados.

Ademais, a investigacdo conduzida demonstra a aplicagdo pratica de
diferentes técnicas para a garantia da qualidade de produtos fitoterapicos no
mercado, revelando, por exemplo, a existéncia de produtos comerciais que nao
correspondem a composigao quimica esperada das espécies declaradas. Esta
descoberta reforga a importancia de metodologias rigorosas de controle de
qualidade para assegurar a autenticidade e a eficacia dos produtos fitoterapicos

disponiveis aos consumidores.
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No Capitulo 3 € apresentada uma investigagcado detalhada e comparativa de
duas espécies do género, sendo elas: K. daigremontiana e K. x houghtonii. Estas
espécies, conhecidas popularmente como “méae-de-milhares” ou “mae-de-milhdes”,
possuem usos medicinais consagrados, mas frequentemente s&o confundidas
devido a semelhanga morfologica e a utilizag&o indistinta na medicina popular. Neste
estudo, foram empregadas analises histoquimicas, avaliagdes do conteudo fendlico
total e do potencial antioxidante, além de perfis metabdlicos por cromatografia,
diferenciando significativamente K. daigremontiana de K. x houghtonii. Ao elucidar
as caracteristicas histoquimicas, identificando os principais constituintes quimicos e
avaliando os efeitos bioldgicos de seus metabdlitos secundarios, a pesquisa fornece
uma base cientifica para sua diferenciagcao e identificagcdo correta, melhorando
assim a seguranca e eficacia de seu uso medicinal.

Por fim, o capitulo 4 destaca a diversidade e o impacto das contribuicbes em
outros projetos de pesquisa, refletindo a aplicagdo dos conhecimentos obtidos em
uma ampla gama de contextos cientificos. Desde investigagdes sobre o potencial de
fracoes de extratos do latex de Euphorbia umbellata em células leucémicas e de
melanoma, até o estudo das propriedades polifendlicas desta espécie na melhora da
disfuncédo endotelial. Além disso, a aplicacao de cristais liquidos como veiculo para o
oleo de Croton tiglium L. em formulagdes para peelings quimicos profundos e a
utilizagdo de extrato de graos de cerveja como antioxidantes em biopolimeros ativos
baseados em amido, destacam a aplicacdo pratica dos conceitos de fitoquimica,
fitofarmacologia e etnobotanica em outras descobertas cientificas. Essas
colaboragbes nao apenas ampliam o escopo do conhecimento cientifico em areas
especificas, mas também reforcam a importancia da pesquisa multidisciplinar na
resolugdo de desafios complexos em ciéncia e tecnologia. O engajamento nesses
projetos paralelos ilustra o compromisso com a exceléncia cientifica e a contribuigao

para o avango da pesquisa.
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CAPITULO 1 - REVISAO DA LITERATURA
1.1 FAMILIA CRASSULACEAE J.St.-Hil.

A familia Crassulaceae é composta por 39 géneros, com espécies de
habitats secos e rochosos, geralmente terrestres, amplamente distribuidas em
regides temperadas e tropicais, especialmente em regides montanhosas. As
principais areas de especiacdo incluem a Africa e Asia, predominantemente em
Madagascar e Arabia (Fernandes et al., 2019; POWO, 2024a; Smith et al., 2019),
porém também s&o encontradas nas Américas e na Australia (Figura 1) (GBIF,
2024).

Figura 1 — Distribuicdo das espécies da familia Crassulaceae

Fonte: GBIF (2024). Crassulaceae. Disponivel em: https://www.gbif.org/species/2406. Acesso em:
maio de 2024.

As espécies desta familia sdo herbaceas ou subarbustivas, geralmente
anuais, com folhas planas ou cilindricas, suculentas, opostas ou alternas e com
extremidades avermelhadas nas raizes. Suas flores sao hermafroditas, com formato
pendular, geralmente agrupadas em inflorescéncias terminais e podem apresentar
cores variadas (Moreira et al., 2012; POWO, 2023).

Por serem xeromorficas, toleram adaptacbes a condi¢gdes extremas como
escassez de agua e de luz. Uma caracteristica dessas plantas é a presenca de um
compartimento nas folhas e tecidos do caule que pode armazenar e inibir a perda de
agua (Fernandes et al., 2019; Herrera et al., 2011; Milad et al., 2014).
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Isso é consequéncia do metabolismo acido crassulaceo (Crassulacean Acid
Metabolism - CAM), uma adaptagcdo metabdlica para realizar a fixagao fotossintética
de CO, e redugao da perda de agua. Durante a noite, e em baixas temperaturas, os
estdbmatos se abrem e a planta pode assimilar o CO, atmosférico. No entanto, a luz
do dia fecha a estrutura dos estématos e ocorre a fixacdo de CO, (Moreira et al.,
2012; Wild et al., 2010; Yang et al., 2017). Os estdmatos tém sido descritos em
detalhes na literatura e podem ser considerados marcadores anatdémicos da familia
Crassulaceae (Gotoh et al., 2019).

Estudos fitoquimicos relatam, em sua maioria, o isolamento de compostos
fendlicos, compostos esteroidais e glicosideos cardiotdnicos (em especial os
bufadienolideos). Estudos farmacolégicos relatam diversas atividades bioldgicas,
como: antioxidante, hipoglicémica, antimicrobiana, antiulcerogénica, citotoxica,
anti-inflamatéria, hepato-protetora, analgésica, antimalarica, antimutagénica, entre
outras (Eid et al., 2018; Milad et al., 2014).

1.2 GENERO Kalanchoe Adans

O termo Kalanchoe foi usado pela primeira vez por Michel Adanson em 1763
e refere-se a transcricdo fonética do termo chinés "Kalan Chauhuy", que significa "o
que cai e cresce", e foi usado para descrever a propagagdao dos embrides das
folhas. Outra explicagdo para o nome relaciona-o as palavras "kalanka" e "chaya",
que sao usadas pelos indigenas brasileiros e significam respectivamente
mancha/ferrugem e brilho (aludindo as folhas brilhantes e raizes avermelhadas)
(Akulova-Barlow, 2009; Smith et al., 2019).

O género Kalanchoe compreende 173 espécies aceitas e distribuidas em
regides tropicais e subtropicais (Figura 2) (POWO, 2024b). Constitui um género
complexo, com uma taxonomia confusa, ainda em construcéo e, consequentemente,
nao claramente elucidada. Diferentes tendéncias tém sido notaveis na literatura,
tanto em sua nomenclatura quanto em sua sistematica. Estudiosos da area
discordam se a classificagdo é baseada em um unico género (Kalanchoe) ou trés
secOes separadas (Kalanchoe Adans, Bryophyllum Salisb. e Kitchingia Baker).
Outros autores propdéem uma classificacdo com 3 subgéneros (Kalanchoe,
Bryophyllum e Calophygia), devido a diferentes argumentos evolutivos,

caracteristicas morfolégicas e analises moleculares (Smith; Figueiredo; van Wyk,
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2019; Garcia-Perez et al., 2020). No presente estudo, abordaremos a premissa de

Kalanchoe como um unico género.

Figura 2 — Distribuicdo das espécies do género Kalanchoe
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Fonte: POWO: Plants of the World Online. Disponivel em: https://powo.science.kew.org/taxon/
urn:lsid:ipni.org:names:30060186-2#distributions. Acesso em: maio de 2024.
Notas: verde: espécie nativa; roxo: espécie introduzida.

1.3 ASPECTOS BOTANICOS DO GENERO Kalanchoe

As espécies de Kalanchoe sao conhecidas popularmente como
"mae-de-milhares" ou "mae-de-milhdes" devido a sua propagacgdo por embrides
foliares (também chamados de bulbos foliares), os quais sao oriundos das margens
das folhas, sendo responsaveis pela tremenda invasividade das espécies do género
(Ferreira et al., 2014).

O método de reproducao assexuada por auto propagacao € considerado a
caracteristica mais marcante do género, podendo ocorrer de duas maneiras: por
raizes aéreas que se desenvolvem ao longo do caule principal para que estas
possam ser ancoradas no solo e, eventualmente, formando novos colmos primarios
a partir das plantas curvadas que se estabelecem como propagulos independentes;
e por plantulas jovens que crescem ao longo das bordas das folhas, caem no solo e
crescem até a maturidade em um ciclo continuo, sendo o segundo modo de

reproducdo o mais recorrente. Em locais abertos adequados (como locais rochosos
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ou arenosos), estes podem formar povoamentos densos rapidamente (Ferreira et al.,
2014; Herrando-Moraira et al., 2020; Herrera et al., 2011; Liu et al, 2016;
Zawirska-Wojtasiak et al., 2019).

Em geral, as espécies do género Kalanchoe sao herbaceas, possuem
galhos pequenos e podem atingir de 1 a 1,5 m de altura, principalmente durante a
floracdo. Suas folhas sao simples, geralmente opostas e pecioladas, suculentas,
ovais e com margem crenada, com 10 a 20 cm de comprimento, onde plantulas
adventicias sado produzidas. As flores podem medir at¢ 5 cm de comprimento,
sendo, em sua maioria, tetrdmeras, pendentes, coloridas e dispostas em
inflorescéncias terminais em forma de corimbo. Os frutos sdo membranosos, com
numerosas sementes. O caule é ereto e recoberto por células epidérmicas
impregnadas com resina, formando uma fina camada que pode reduzir a
evaporacgao do liquido (Kamboj; Saluja, 2009; Lorenzi; Matos, 2008; Milad et al.,
2014; POWO, 2023).

Os aspectos botanicos de apenas 16 espécies do género Kalanchoe foram
formalmente descritos na literatura (Quadro 1). Mais especificamente, 11 destas
possuem alguma descrigdo macroscopica e as demais possuem avaliacdo boténica
com alguma analise microscépica.

Adicionalmente, tracos anatébmicos de 15 espécies do género foram
estudados por Abdel-Raouf (2012). Mais recente, 5 gendtipos de K. blossfeldiana
foram distinguidos por caracterizagcdo morfologica, avaliando os aspectos
anatdmicos da flor e a altura da planta; e perfil molecular, por ferramentas de reacéo

em cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) (Al-Khayri et al., 2022).



Quadro 1 — Aspectos botanicos de espécies de Kalanchoe.
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Espécies

Aspectos Macroscopicos

Aspectos Microscopicos

Referéncias

K. beharensis

A maior espécie do género, com 3 m de
altura; caules ndo-ramificados; folhas
em sua maioria nas extremidades dos
galhos; lobadas, cobertas por uma
camada densa de tricomas; 12-35 cm

de comprimento e 7-35 cm de largura.

Ausentes.

Akulova-Barlow, 2009.

K. blossfeldiana

Planta verde-escura, suculenta, e
perene, com folhas onduladas e largos
cachos de flores acima das folhas. As
folhas tém margens lobadas e podem
atingir 7,7 cm de comprimento e 3,8 cm
de largura. As cores das flores podem

variar do tradicional vermelho a

amarelo, laranja, salmao e rosa.

Ausentes.

Garcia-Sogo et al.,
20009.

K. daigremontiana

Ervas suculentas perenes de vida curta,
monocarpicas multianuais. Sua
caracteristica mais marcante é o

meétodo de reprodugao assexuada por

A epiderme € unisseriada, de parede
celular convexa, cuticula cerosa,
levemente ondulada e estriada nas

células subsidiarias. As folhas sao

Akulova-Barlow, 2009;
Chernetsky et al.,

2018; Herrera et al.,

2011; Liu et al., 2016;
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auto propagacao. As flores tendem a
ser esporadicas (no inverno) e, quando
ocorrem, o caule central se alonga
verticalmente, desenvolvendo
inflorescéncias terminais contendo
flores pequenas e pendentes, com
corola de coloragao rosa ou lilas. O
caule é ndo-ramificado, com até 1,5 m
de altura. As folhas sao verde-escuras
com manchas marrom-arroxeadas na
face abaxial, suculentas, espessas,
lanceoladas, com margem serrada,
apice cbnico, hidatédios e bulbos
adventicios, de onde os propagulos sao

formados e desenvolvidos.

anfiestomaticas, com estdmatos
anisociticos. O mesofilo consiste em uma
ou varias camadas de pequenas células
aderentes. Nos peciolos, ocorre 1-3
camadas de colénquima angular. Os

feixes vasculares sao colaterais. Na

nervura central das folhas, bem como nos

peciolos, ocorre 3 feixes grandes
circundados por finos feixes laterais.
Idioblastos fendlicos estdo presentes em
células epidérmicas e subepidérmicas,
proximo aos elementos de vaso e nos
feixes vasculares de maior porte,
circundando os pequenos feixes
vasculares, dispersos no parénquima
esponjoso, como células isoladas ou

formando agregados.

Quintero et al., 2021,
Zawirska-Wojtasiak et
al., 2019.

K. delagoensis

Possui folhas de cor roxo-escuro,
apresentando pequenas mudas.

Geralmente cresce até cerca de 1 m de

As folhas sao tubulares e tém de 6 a 8

botbes apicais. A epiderme € unisseriada,

com células de paredes anticlinais

Akulova-Barlow, 2009;
Casanova et al.,
2020.
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altura antes de florescer. No inverno, a
inflorescéncia terminal carrega flores
pendentes em formato de sino de cor

laranja ou vermelha, e depois morre.

sinuosas. As folhas sdo anfiestomaticas,
com estdmatos anisociticos. O mesofilo é
homogéneo. O sistema vascular tem
feixes colaterais distribuidos em arco.
Idioblastos antocianicos ocorrem na
epiderme, hipoderme, camada abaixo da
hipoderme, no clorénquima, ao redor dos
feixes vasculares, nos tecidos vasculares

e nos botdes apicais.

K. ceratophylla

Espécie perene, suculenta e glabra.

Ausentes.

Lai et al., 2010.

K. laciniata

Erva perene ou bianual, que cresce de
30 cm a 1,5 m de altura. As folhas séo
ovais, opostas, suculentas, simples,
com pequenos peciolos, brilhantes, e de
cor verde a verde-escura, com margem
de dentada a crenada e caules

cilindricos.

Idioblastos antocianicos estdo presentes
em folhas e caules. A epiderme é
unisseriada, a parede periclinal externa
das células é convexa e coberta por
cuticula. As folhas sao anfiestomaticas, o
mesofilo € homogéneo, com células
irregulares, de formato esférico-elipsoidal.
Idioblastos fendlicos estao presentes no
mesofilo, proximos a epiderme, nos feixes

vasculares e em hidatédios. As folhas

Brzezinka et al., 2015;
Cruz et al., 2012;
Fernandes et al.,

2016.
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demonstram presenca de tracos
adaptativos que permitem a sobrevivéncia

em condigdes de seca.

K. laxiflora

Espécie perene, com folhas
multicoloridas, crenadas, verdes em
condi¢cdes amenas e rosa ou roxa sob o
sol. Os botdes florais sdo praticamente
transparentes, porém quando abrem,

tornam-se de cor alaranjada.

Ausentes.

Akulova-Barlow, 2009.

K. marmorata

As folhas sao largas, ovais, de cor
azul-esverdeada, com manchas
marrom-arroxeadas, que ficam

evidentes no verao e sob alta incidéncia
solar, e desaparecem no inverno. Sao
dispostas em pares opostos, com altura
de 30 cm.

Ausentes.

Akulova-Barlow, 2009;
Smith et al., 2019.

K. orgyalis

Arbusto ramificado de crescimento lento
que pode atingir de 1 a 2 m de altura.

As folhas tém formato de colher, cor

Ausentes.

Akulova-Barlow, 2009.
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cinza ou bronze na face abaxial, com
tricomas na face adaxial. Flores de cor
amarelo claro surgem no fim do inverno
ou no inicio da primavera, em forma de

agregados terminais.

K. pinnata

Planta ereta, suculenta, perene e
glabra, cresce até 1,5 m em altura, com
reproducao por sementes e bulbos
foliares. As folhas sao verde-escuras,
grandes (12-18 cm de comprimento e
6-8 cm de largura), simples, opostas,
ovais ou elipticas, com margem
serrada-crenada e bulbos, apice obtuso,
base assimétrica e peciolos longos. As
flores sdo pendentes, em formato de
sinos e de cor escura. O caule é oco,
obtuso e tetra-angulado. Os frutos
cercam o calice e a corola. As sementes
sdo pequenas, de formato

oblongo-elipsoide, raramente estriadas.

formato cédncavo-convexo. A camada
epidérmica é delgada, com células
pequenas na face adaxial e menos
distintas na face abaxial, evidenciando
estdbmatos anisociticos. O mesofilo é
homogénero. O feixe vascular unico &
colateral. Cristais prismaticos de oxalato
de calcio estad presentes no parénquima
fundamental do peciolo. Em analise do
po, fragmentos de feixe vascular,
epiderme, floema e xilema foram
observados. Idioblastos antocianicos

estdo presentes no caule, peciolo e folha.

As folhas apresentam nervura central com

Bhatti et al., 2012;
Bhavsar et al., 2018;
Cruz et al., 2012;
Fernandes et al.,
2016; Majaz et al.,
2011a,b; Quintero et
al., 2021,
Zawirska-Wojtasiak et
al., 2019.
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K. pumila

Arbusto de 30 cm de altura, com folhas
obovadas, opostas, margem
dentada-serrada, medindo 2,8 cm de
comprimento, 1,7 cm de largura e 2,5

mm de espessura.

Apresenta coloracao
marrom-avermelhada ou roxa ao longo
das margens sob exposi¢ao solar, devido
a presenca de antocianinas na epiderme
celular e no mesofilo. As células
epidérmicas sao isodiameétrico-poligonais
ou levemente oblongas, mais numerosas
na face abaxial. As paredes anticlinais
sao ondeadas ou retas, convexas,
espessas devido a presencga de cera. A
cuticula é levemente ondulada, elevada
ou com estrias, com estruturas cerosas
esparsas, brancas ou cinzas, de formato
e tamanho irregulares. As folhas séao
anfiestomaticas, com estdmatos
anisociticos. Os feixes vasculares sao
colaterais e fechados. As células
parenquimaticas do floema e do xilema,
as células dos tecidos subepidérmicos, do
mesofilo e do clorénquima apresentam

taninos.

Chernetskyy;
Weryszko-Chmielews
ka, 2008.
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K. rhombopilosa

Planta pequena (menos de 10 cm de
altura), floresce na primavera, com
folhas triangulares, de margem sinuosa
e flores de cor verde-amarelada com

linhas vermelhas.

Ausentes.

Akulova-Barlow, 2009.

K. synsepala

Uma das espécies menos usuais do
género. Produz hastes de propagagao
laterais. As folhas s&o arranjadas em

rosetas, sao espessas, suculentas,
suaves, de cor verde-brilhante e com

manchas vermelho-arroxeadas ao longo
das margens. E dormente no inverno.
As flores sdo pequenas, de cor rosa,
tubulares, numerosas e contém

tricomas.

Ausentes.

Akulova-Barlow, 2009.

K. tetraphylla

As folhas sao dispostas em rosetas,
quando jovens tém cor verde; maduras
tém cor verde-acinzentada; e, sob
exposicao solar, tornam-se vermelhas.

A inflorescéncia é terminal, ereta, com

Ausentes.

Akulova-Barlow, 2009.
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paniculos verdes, densamente
agrupados, cerosos, estreitos e com

formato de urna.

K. tomentosa

As folhas sao acinzentadas para
reflexao dos raios solares e diminuicéo
do superaquecimento, com cerca de 30

cm de altura.

Os tricomas densos crescem em ftrios e

desempenham uma funcéo vital na seca,

reduzindo a transpiragao na superficie

foliar.

Akulova-Barlow, 2009.

K. x houghtonii

Erva perene e ereta; monocarpica; que
pode crescer até 1,5 m em altura. As
folhas sao opostas ou verticiladas,
pecioladas, com lamina foliar simples,
com formato triangular a lanceolado e
margem serrada. A espécie forma
inflorescéncias corimbiformes com mais
de 100 flores pendentes, tetra ou

pentameras, de cor vermelho-escura.

Ausentes.

Herrando-Moraira et
al., 2020.

Fonte: A autora
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1.4 USOS POPULARES DE ESPECIES DO GENERO Kalanchoe

Algumas espécies do género Kalanchoe tém uma longa histéria de uso
terapéutico como "folha milagrosa" por causa de suas notaveis propriedades
curativas e uso tradicional no tratamento de varias doencgas e disturbios de saude,
principalmente para tratar feridas cutaneas, infec¢des e inflamacdes (Figura 3). Até o
momento, apenas 21 espécies do género Kalanchoe foram relatadas quanto aos
seus usos populares (Quadro 2). As espécies mais citadas foram: Kalanchoe
crenata, Kalanchoe daigremontiana, Kalanchoe laciniata e Kalanchoe pinnata. Por
outro lado, n&o ha relato na literatura cientifica que descreve a quantidade de planta

ou a dosagem para o uso terapéutico.

Figura 3 — Usos populares de espécies do género Kalanchoe
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Fonte: A autora

Todas as partes de algumas espécies de Kalanchoe sao utilizadas para fins
medicinais, porém o suco (extrato aquoso, produzido por maceragao) é citado como
a principal forma de preparo. O conhecimento etnomedicinal das espécies de
Kalanchoe contribui como base para a investigagédo cientifica. Esses dados, e na
maioria dos casos a falta deles, reforcam a importancia de investiga¢cdes adicionais

sobre a quimica e a bioatividade deste género.



Quadro 2 — Usos tradicionais de espécies do género Kalanchoe

31

Espécie

Uso popular

Forma de uso e parte da

planta

Referéncias

K. ceratophylla

Analgésico, antitérmico,
anti-inflamatério e para o tratamento

de lesobes.

Administracao interna ou
externa do extrato bruto ou

suco da planta.

Kotodziejczyk-Czepas et al., 2016;
Kotodziejczyk-Czepas; Stochmal,
2017; Lai et al., 2010; 2011.

K. crenata

Antidiabético, vermifugo,
anti-inflamatério, antimicrobiano,
antitussigeno e antisseptico.
Tratamento de feridas, abscessos,
dor abdominal, asma, dor de
cabeca, convulsao, variola, ulcera
péptica, infecgbes do trato
respiratorio superior, otite,
palpitagcdes, cancer (ou estados de
doenca com sintomas relacionados
ao cancer), diabetes, areas
inchadas por entorse muscular ou

mialgias e para curar feridas do

Administragéo interna do
extrato bruto, suco da
planta, suco de folhas ou
mastigando as folhas.
Administragdo externa do
extrato bruto, suco da
planta, macerado de folhas
e adigdo em creme, bem

Ccomo uso das raizes.

Akulova-Barlow, 2009; Asiedu-Gyekye
et al., 2014, 2022; Awortwe et al.,
2015; Garcia-Perez et al., 2020;
Kamgang et al., 2012;
Kotodziejczyk-Czepas; Stochmal,
2017; Kotodziejczyk-Czepas et al.,
2016; Kuete et al., 2017; Mutie et al.,
2023; Ngezahayo et al., 2015;
Odukoya; Mmutlane; Ndinteh, 2022;
Raadts 1977.
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cordao umbilical em

recém-nascidos.

K. daigremontiana

K. delagoensis

Anti-inflamataério, antitussigeno,
antidiabético, antimicrobiano,
antitérmico, antisséptico,
carminativo e cardioativo, para
tratar lesdes e feridas na pele,
estancar sangramentos, tratar
infecgdes, reumatismo, dor de
ouvido, queimaduras, artrite,
disturbios gastricos e menstruais,
disfungao cardiovascular, agitagao
psiquica, inquietagdo e ansiedade,
alguns tipos de cancer e como

quimiopreventivo.

Administracao interna ou
externa do extrato bruto,
suco da planta e uso das

raizes.

Akentieva et al., 2021; Chernetskyy et
al., 2018; Garcia-Perez et al., 2020;
Kotodziejczyk-Czepas; Stochmal,
2017; Mawla et al., 2012; Molina et al.,
2019; Moniuszko-Szajwaj et al., 2016;
Stefanowicz-Hajduk et al., 2020;
Zawirska-Wojtasiak et al., 2019.

Antitérmico, antitussigeno,
vermifugo e para o tratamento de
feridas, epilepsia, doencas

neoplasicas, abscessos, contusoes,

pneumonia, dor de estdmago.

Administracao interna ou
externa do extrato bruto,
suco da planta e uso das

raizes.

Garcia-Perez et al., 2020; Hsieh et al.,
2012; Huang et al., 2013;
Kotodziejczyk-Czepas; Stochmal,
2017; Kotodziejczyk-Czepas et al.,
2016; Schmidt et al., 2009.
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K. densiflora

Para o tratamento de feridas,
problemas de pele e
cordao-umbilical, reumatismo,
hemorroida, problemas oculares,
dores musculares, desconfortos no
estdmago ou figado, problemas
cardiacos, edema, envenenamento

e abortivo.

Administragao interna ou
externa do extrato bruto,
suco da planta e uso das

raizes.

Getachew et al., 2022,
Kotodziejczyk-Czepas; Stochmal,
2017; Mutie et al., 2023; Raadts, 1977.

K. flammea

Antitérmico, anti-inflamatério, para o

tratamento de feridas e cancer.

Ausentes.

Arias-Gonzalez et al., 2018.

K. fedtschenkoi

Analgésico, antimicrobiano e

Administragio interna ou

Garcia-Perez et al., 2020; Richwagen

anticancer. externa. Uso de folhas e et al., 2019.
raizes.
K. gastonis-bonnieri Tratamento de infecgbes Ausentes. Palumbo et al., 2019.

génito-urinarias e vaginais e como

contraceptivo vaginal.

K. germanae

Tratamento de cistos sinoviais.

Administracao interna ou
externa do extrato bruto ou

suco da planta.

Kotodziejczyk-Czepas; Stochmal,
2017.
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K. glaucescens

Antitussigeno e antireumatico.

Administragao interna ou
externa do extrato bruto ou

suco da planta.

Kotodziejczyk-Czepas; Stochmal,
2017; Mutie et al., 2023.

K. integra

Anti-hipertensivo.

Ausentes.

Frimpong-Manso et al., 2015.

K. laciniata

Anti-inflamatério, antidiabético, anti
diarreico, antitérmico, adstringente e
antisséptico. Para tratar feridas, dor
de cabeca, desconforto cardiaco,
disturbios gastricos, litiase, tosse,
picadas de cobra, erisipela,

furunculos e cancer de prostata.

Administragdo interna do
extrato bruto, suco da
planta, suco de folhas ou
mastigando as folhas.
Administragdo externa do
extrato bruto, suco da
planta, macerado de folhas

e adicdo em creme.

Akulova-Barlow, 2009; Costa et al.,
2015; Cruz et al., 2011, 2012; de
Araujo et al., 2018; Fernandes et al.,
2016; Fonseca et al., 2018; Haile et
al., 2022; Kotodziejczyk-Czepas;
Stochmal, 2017; Manan et al., 2015;
Sharif et al., 2017; Stefanowicz-Hajduk
et al., 2020.

K. lanceolata

Antidiarreico, anti reumatico, para
tratamento de hemorroida, espleno

e hepatomegalias e dores.

Administracio interna ou
externa do extrato bruto ou

suco da planta.

Getachew et al., 2022;
Kotodziejczyk-Czepas; Stochmal,
2017; Mutie et al., 2023; Raadts, 1977.

K. marmorata

Antidiarreico, antitussigeno,
antitérmico, para o tratamento de
feridas, furlinculos, contusoes,

doenca periodontal, labios

Administragio interna ou
externa do extrato bruto ou

suco da planta.

Bogale et al., 2023;
Kotodziejczyk-Czepas; Stochmal,
2017; Mutie et al., 2023; Singab et al.,
2011; Tahir et al., 2023.
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rachados, artrite, Ulceras gastricas,
infecgdes de ouvido e olhos,

resfriado comum, célera, problemas
hepaticos, rigidez muscular,

doencas urinarias e dores de

cabeca.
K. mortagei Antimicrobiano, vermifugo, para Administragio interna ou Garcia-Perez et al., 2020; Richwagen
tratamento de disturbios digestivos externa. Uso de folhas e et al., 2019.
e doencas neoplasicas (via oral e raizes.
tépica).
K. obtusa Doencas infantis e como pesticida. Uso da planta toda. Mutie et al., 2023

K. petitiana

Tratamento de epilepsia, alergias,
infeccao bacteriana ocular,
parasitas intestinais, gonorreia,
cancer de pulmao e de pele, sob
fraturas 6sseas, feridas cutaneas,
dor de dente, disenteria, problemas
hepaticos, dor de estbmago, gastrite

e Ulcera péptica, inchaco linfatico,

Administracao interna ou
externa do extrato bruto ou

suco da planta.

Abebe, 2016; Agize et al., 2022;
Kotodziejczyk-Czepas; Stochmal,
2017; Mekonnen; Mohammed; Tefera,
2022; Tadesse; Zeleke; Dagnew, 2022.
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problemas nos pés (fungos em
unhas, calos, pé de atleta, verrugas

plantares etc.).

K. pinnata

Antipirético, antibacteriano,
antisséptico, antirreumatico,
antimalarico, anti-inflamatério,
antiviral, anticancer,
anti-hipertensivo, antidiabético e
antipsicotico. Para o tratamento de
feridas, queimaduras, disfuncdes
cardiovasculares, disturbios
digestivos e menstruais, infecgdes
cutaneas, respiratorias e
geniturinarias, dores de ouvido,
cabeca e dente, picadas de insetos,
cobras e escorpides, contusdes
musculares, colera, leishmaniose,
lepra e litiase. Bioestimulador
durante o transplante de pele.

Profilaxia do parto prematuro e

Administracao interna do
extrato bruto, suco da
planta toda ou das folhas,
infusdo ou mastigar as
folhas. Administracao
externa do extrato bruto,
suco da planta, macerado
de folhas e adigcao em
creme, bem como uso das

raizes.

Ahmed; Hughes, 2022; Ahmed et al.,
2013; Akulova-Barlow, 2009; Anadozie
et al., 2018; Bachmann et al., 2017;
Barbhuiya et al., 2022; Bhandari et al.,
2021; Bhatti et al., 2012; Bhavsar;
Chandel, 2019; Bopda et al., 2014;
Clemen-Pascual et al., 2022; Coutinho
et al., 2020; Cruz et al., 2011, 2012a,b;
Cryer et al., 2017; de Araujo et
al.,2018; El Abdellaoui et al., 2010;
Fernandes et al., 2016, 2021; Ferreira
et al., 2014; Furer et al., 2016;
Garcia-Perez et al., 2020; Gomes et
al., 2010; Kadam et al., 2020;
Kolodziejczyk-Czepas; Stochmal,
2017; Kolodziejczyk-Czepas et al.,
2016; Kukuia et al., 2015; Leal-Costa
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auxiliar na recuperacao pos-parto;
diabetes, resfriado, fraturas ésseas,
virus Chikungunya e contra
sintomas de COVID-19.

et al., 2010; Lebedeva et al., 2017,
Majaz et al., 2011a, b; Mawla et al.,
2012; Mora-Pérez; Hernandez-Medel,
2016; Mouréo et al., 1999; Muzitano et
al., 2011; Nascimento et al., 2013,
2015, 2018; Oufir et al., 2015; Patil et
al., 2013; Paul et al., 2023; Santos et
al., 2021; Yuliani, Dewijanti,
Banjarnahor, 2016; Zakharchenko et
al., 2016a,b, 2017.

K. prittwitzii

Rigidez nas juntas e reumatismo.

Uso das folhas.

Mutie et al., 2023.

K. serrata

Anti-inflamatoério, antiviral,
antitérmico e para o tratamento de

dor.

Uso das folhas e raizes.

Garcia-Perez et al., 2020

K. x houghtonii

Antirreumatico, antitussigeno,
antitérmico, anti-inflamatério e para

tratar infeccgoes.

Ausentes.

Moniuszko-Szajwaj et al., 2016

Fonte: A autora
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1.5 COMPOSICAO QUIMICA

A literatura cientifica apresenta 124 metabdlitos quimicos identificados e
isolados das espécies do género Kalanchoe, como discriminados nos Quadros 3 a 5
e Figuras 4 a 6.

Glicosideos cardioativos (como a classe dos bufadienolideos) foram
identificados em diferentes extratos (aquoso, diclorometano, etandlico, metandlico e
acetato de etila), de folhas, raizes e flores das espécies K. ceratophylla, K.
daigremontiana, K. delagoensis, K. hybrida, K. lanceolata e K. pinnata (compostos
1-39, Quadro 3 e Figura 4).



Quadro 3 — Glicosideos cardioativos de espécies de Kalanchoe.

39

Extratos e/ou partes da planta

Nome dos compostos

Espécies

Referéncias

Extrato diclorometano; extrato
metandlico de partes aéreas;

flores.

briofilina A (briotoxina C) (1)

K. ceratophylla;
K. daigremontiana;
K. delagoensis;

K. pinnata.

Capon et al., 1986; Huang et al., 2013a;
Mckenzie et al., 1987; Oufir et al., 2015;
Stefanowicz-Hajduk et al., 2020a;
Supratman et al., 2000; Wu et al., 2006;
Yamagishi et al., 1989.

Extrato aquoso de raizes ou
partes aéreas; extrato

metandlico de partes aéreas.

briofilina B (2)

K. ceratophylla;
K. daigremontiana;
K. delagoensis;

K. pinnata.

Kotodziejczyk-Czepas et al., 2018;
Mckenzie et al., 1987;
Moniuszko-Szajwaj et al., 2016; Wu et
al., 2006; Yamagishl et al., 1989.

Extrato diclorometano; extrato
metandlico de folhas; fracédo
diclorometano de extrato

metanolico.

briofilina C (3)
daigremontianina (4)

metil-daigremonato (5)

K. daigremontiana;

K. pinnata.

Stefanowicz-Hajduk et al., 2020a;
Supratman et al., 2000; Wagner;
Fischer; Lotter, 1985.

Extrato diclorometano; extrato

aquoso de raizes.

bersaldegenina-1,3,5-ortoacetat
o (6)

K. daigremontiana;

K. delagoensis;

K. pinnata.

Huang et al., 2013a;
Kolodziejczyk-Czepas et al., 2018;

Moniuszko- Szajwaj et al., 2016; Oufir et
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al., 2015; Stefanowicz- Hajduk et al.,
2020a.

Extrato aquoso de raizes;

extrato etanolico e

bersaldegenina 1-acetato (7)

K. daigremontiana;

K. delagoensis;

Huang et al., 2013a;
Kolodziejczyk-Czepas et al., 2018;

diclorometano de folhas. K. pinnata. Moniuszko- Szajwaj et al., 2016; Oufir et
al., 2015; Stefanowicz- Hajduk et al.,
2020a.
Extrato etandlico e bersaldegenina 3-acetato (8) K. pinnata. Oufir et al., 2015; Stefanowicz-Hajduk et

diclorometano de folhas.

al., 2020a; Yamagishi et al., 19809.

Extrato aquoso de raizes.

bersaldegenina (9)

K. daigremontiana.

Kolodziejczyk-Czepas et al., 2018;

Moniuszko- Szajwaj et al., 2016.

Extrato etandlico e

diclorometano de folhas.

bufalina (10)

K. pinnata.

Oufir et al., 2015.

Flores.

briotoxina A (11)

K. delagoensis.

Mckenzie et al., 1987.

Extrato aquoso de raizes;

flores.

briotoxina B (12)

K. daigremontiana;

K. delagoensis;

K. pinnata.

Capon et al., 1986;
Kolodziejczyk-Czepas et al., 2018;
Mckenzie et al., 1987; Moniuszko-

Szajwaj et al., 2016.
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Extrato aquoso de folhas.

bufadienolideo A (13)
bufadienolideo B (14)

K. daigremontiana.

Urményi et al., 2016.

Extrato aquoso de raizes.

daigredorigenina 3-acetato (15)
11a,19-dihidroxitelocinobufagin
a (16)

K. daigremontiana.

Kolodziejczyk-Czepas et al., 2018;

Moniuszko- Szajwaj et al., 2016.

Extrato metandlico de partes

aéreas.

helebrigenina (17)

K. ceratophylla.

Wu et al., 2006.

Extrato metandlico de partes

aéreas.

helebrigenina 3-acetato (18)

K. ceratophylla;

K. daigremontiana.

Kolodziejczyk-Czepas et al., 2018; Wu
et al., 2006.

Extrato metandlico de partes

aéreas.

kalanchosideo A (19)
kalanchosideo B (20)
kalanchosideo C (21)

K. ceratophylla.

Wu et al., 2006.

Extrato metandlico de partes

aéreas.

tesiusideo (22)

K. ceratophylla.

Wu et al., 2006.

Extrato etandlico.

kalantubosideo A (23)
kalantubosideo B (24)

K. delagoensis.

Huang et al., 2013a.

Extrato aquoso de raizes.

kalandaigremosideo A (25)

K. daigremontiana.

Moniuszko- Szajwaj et al., 2016.
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kalandaigremosideo B (26)
kalandaigremosideo C (27)
kalandaigremosideo D (28)
kalandaigremosideo E (29)
kalandaigremosideo F (30)
kalandaigremosideo G (31)
kalandaigremosideo H (32)

Extrato acetato de etila da

planta fresca.

lanceotoxina A (33)

lanceotoxina B (34)

K. lanceolata.

Anderson et al., 1984.

Extrato metandlico.

kalanhibrina A (35)
kalanhibrina B (36)
kalanhibrina C (37)

K. hybrida.

Kuo et al., 2008.

Extrato etandlico da planta.

kalantubolideo A (38)
kalantubolideo B (39)

K. delagoensis.

Huang et al., 2013a.

Fonte: A autora




Figura 4 — Estruturas quimicas de glicosideos cardioativos de espécies de Kalanchoe
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Flavonoides (como os derivados de quercetina e campeferol) sdo os

compostos mais comumente

identificados em extratos (aquoso,

etandlico,

hidroalcodlico, metandlico, acetato de etila) de caules, folhas e flores das espécies

K. blossfeldiana, K. ceratophylla; K. daigremontiana, K. delagoensis, K. fedtschenkoi,

K. laciniata, K. longiflora, K. mortagei, K. pinnata (compostos 40-78, Quadro 4,

Figura 5).



Quadro 4 — Flavonoides de espécies de Kalanchoe
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Extratos e/ou partes da planta

Nome dos compostos

Espécies

Referéncias

Flores; extrato etandlico de

folhas.

quercetina (40)

K. blossfeldiana;

K. ceratophylla;

K. daigremontiana;

K. delagoensis
K. fedtschenkoi;
K. longiflora;
K. mortagei;

K. pinnata.

Chibli et al., 2014; Coutinho et al.,
2012; Elansary et al., 2018;
Elizondo-Luévano et al., 2021;
Hegazy et al., 2021; Huang et al.,
2013; Liu et al., 1989; Nielsen et
al., 2005; Richwagen et al., 2019.

Extrato de flores.

isoquercetina (41)

K. blossfeldiana;

K. daigremontiana;

K. delagoensis;

K. pinnata.

CoutinhO et al., 2012; Elansary et
al., 2018; Nielsen et al., 2005;
Sarkar et al., 2015;
Stefanowicz-Hajduk et al., 2020b.

Extrato de flores.

miquelianina (42)

K. pinnata.

Coutinho et al., 2012.

Extrato aquoso e metandlico

de folhas.

quercitrina (43)

K. ceratophylla;
K. delagoensis;
K. longiflora;

K. pinnata.

Coutinho et al., 2012; Cruz et al.,
2012; Elansary et al., 2018; Furer
et al., 2013; Hegazy et al., 2021,
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Liu et al., 1989; Muzitano et al.,
2006, 2011.

Flores; extrato aquoso de

quercetina-3-O-p-D-xilopiranosil

K. blossfeldiana;

Nielsen et al., 2005; Urményi et

folhas. (1—2)-a-L-ramnopiranosideo (44) | K. daigremontiana. al., 2016.

Extrato aquoso e metandlico quercetina K. pinnata. Coutinho et al., 2012; Ferreira et

de folhas; extrato de flores. 3-0O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a- al., 2014; Furer et al., 2013;
L-ramnopiranosideo (45) Muzitano et al., 2006, 2011;

Nascimento et al., 2013.

Extrato metandlico de folhas. quercetina K. pinnata. Furer et al., 2013.

3-O-a-L-arabinopiranosil-
(1—2)-a-L-ramnopiranosideo-7-O-

B-D-glucopiranosideo (46)

Extrato etandlico de folhas. rutina (47) K. pinnata. Chibli et al., 2014.

Extrato metanodlico e

hidroetandlico de folhas.

campeferol (48)

K. ceratophylla;

K. delagoensis;

K. fedtschenkoi;
K. longiflora;

K. pinnata.

de Araujo et al., 2018, 2019;
Elansary et al., 2018; Furer et al.,
2013; Fernandes et al., 2016;
Hegazy et al., 2021; Liu et al.,
1989; Richwagen et al., 2019.
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Extrato aquoso e etandlico.

kaempferitrina (49)

daigremontriosideo (50)

K. daigremontiana.

Stefanowicz-Hajduk et al., 2020b.

Folhas.

campeferol 7-O-ramnosideo (51)

K. delagoensis;

K. longiflora.

Elansary et al., 2018; Hegazy et
al., 2021.

Extrato metandlico de folhas.

campeferol

3-O-xilosil-ramnosideo (52)

K. daigremontiana;

K. pinnata.

Furer et al., 2013;
Stefanowicz-Hajduk et al., 2020b;
Urményi et al., 2016.

Folhas. trifolina (53) K. delagoensis. Elansary et al., 2018.

Folhas. nicotiflorina (54) K. longiflora; El Abdellaoui et al., 2010; Hegazy
K. pinnata. etal., 2021.

Folhas. robinina (55) K. delagoensis; Elansary et al., 2018; Hegazy et

K. longiflora.

al., 2021.

Extrato aquoso e metandlico

de folhas.

kapinnatosideo (56)

K. pinnata.

Farer et al., 2013; Muzitano et al.,
2006; Nascimento et al., 2013.
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Extrato acetato de etila da

planta.

campeferol
3-0-a-L-(2-O-acetyl)rhamnopyran
oside 7-0O-a-L-rhamnopyranoside
(57)
campeferol
3-0-a-L-(3-0O-acetyl)rhamnopyran
oside 7-O-a-L-rhamnopyranoside
(58)
campeferol
3-0-a-L-(4-O-acetyl)rhamnopyran
oside 7-O-a-L-rhamnopyranoside
(59)
campeferol
3-0-a-D-glucopyranoside
7-0-a-L-rhamnopyranoside (60)
afzelina (61)

a-ramnoisorobina (62)

K. pinnata.

Tatsimo et al., 2012.

Extrato aquoso de folhas.

4’ 5-dihydroxy-3’,8-dimethoxyflavo
ne 7-0O-B-D-glucopyranoside (63)

K. pinnata.

Muzitano et al., 2006.
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Partes aéreas; extrato

metandlico de caules.

eupafolina (64)

K. ceratophylla.

Lai et al., 2011; Liu et al., 1989.

Partes aéreas.

eupafolin 4’-O-rhamnoside (65)

K. ceratophylla.

Liu et al., 1989.

Extrato etandlico da planta.

4'-methoxyherbacetin (66)

K. delagoensis.

Huang et al., 2013.

Caules e folhas.

kalambroside A (67)
kalambroside B (68)
kalambroside C (69)
patuletina
3-O-(4'-O-acetil-a-L-ramnopiranos
il)-7-O-(3'-O-acetil-a-L-ramnopiran
osideo) (70)
patuletina
3-0O-a-L-ramnopiranosil-7-O-(3'-O-

acetl-a-L-ramnopiranosideo) (71)

K. laciniata.

Costa et al., 1994.
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Caules e folhas; extrato

hidroetandlico de folhas.

patuletina
3-O-a-L-ramnopiranosil-7-O-a-L-r

amnopiranosideo (72)

K. laciniata.

Costa et al., 1994, 2015;
Fernandes et al., 2016.

Extrato metandlico de folhas.

miricetina
3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-
L-ramnopiranosideo (73)
miricetrina (74)
diosmina (75)
acacetina
7-O-a-L-ramnopiranosil-(1—6)-3-

D-glicopiranosideo (76)

K. pinnata.

Farer et al., 2013.

Extrato etandlico de folhas.

luteolina (77)

K. ceratophylla;

K. pinnata.

Chibli et al., 2014; Liu et al., 1989.

Extrato etandlico de folhas.

luteolina 7-O-B-D-glicosideo (78)

K. pinnata.

Chibli et al., 2014.

Fonte: A autora
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Figura 5 — Estruturas quimicas de flavonoides de espécies de Kalanchoe
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Recentemente, Garcia-Perez et al. (2022) implementaram uma abordagem

que abrange técnicas de metabolémica e machine learning para investigar espécies

K. daigremontiana, K. x houghtonii e K. delagoensis sob condigdes controladas de

cultivo. Ao empregar a metabolémica, 460 compostos fendlicos foram reportados.

Adicionalmente, o estudo previu com sucesso o impacto e as interagdes envolvidas
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no crescimento de células vegetais, bem como a biossintese de varias subfamilias
de polifenois.

Varios outros metabdlitos secundarios foram isolados de extratos aquosos,
etandlicos, hexanicos e metandlico de raizes, folhas e/ou da planta toda de
diferentes espécies de Kalanchoe (K. -ceratophylla, K. daigremontiana, K.
delagoensis, K. fedtschenkoi, K. longiflora, K. marnieriana, K. miniata, K. pinnata,

Kalanchoe spp.) e descritos na literatura (compostos 79-124, Quadro 5, Figura 6).



Quadro 5 — Outras classes de compostos identificados em espécies do género Kalanchoe
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Kalanchoe sp.
K.daigremontiana

K. pinnata

Classes Partes das plantas Nomes dos compostos Espécies Referéncias
Aurona Raizes hovetricosideo C (79) K. daigremontiana Kotodziejczyk-Czepas et al.,
2018.
Cumarina 7-hidroxicumarina (80) K. ceratophylla Liu et al., 1989.
Glicosideos Raizes KPB 100 (81) K. pinnata Cryer et al., 2017,
KPB 200 (82) K. daigremontiana Kotodziejczyk-Czepas et al.,
esquisandrisideo (83) 2018.
Lipidio Planta toda tauro lipidio C (84) K. delagoensis Huang et al., 20132,
Megastigmano Planta toda (6S,7R,8R,95)-6- K. delagoensis Huang et al., 20132,
oxaspiro-7,8-dihidroximegastigmano-
4-en-3-ona (tubiflorona) (85)
Acidos fendlicos Folhas acido ferulico (86) K. delagoensis; Chernetskyy et al., 2018,

Elansary et al., 2018,
Bogucka-Kocka et al., 2018,
Gaind; Gupta, 1973.
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Planta toda; acido galico (87) K. delagoensis; Chernetskyy et al., 2018,
Folhas Kalanchoe sp.; Huang et al., 2013a, Elansary ef
K. daigremontiana |al., 2018, Bogucka-Kocka et al.,
2018.
Folhas acido cafeico (88) K. delagoensis; Chernetskyy et al., 2018,
Kalanchoe sp; Elansary et al., 2018, 126,
K. longiflora; Bogucka-Kocka et al., 2018,
K. daigremontiana Gaind; Gupta, 1973.
K. pinnata
Folhas acido protocatecuico (89) K. delagoensis; Chernetskyy et al., 2018,
Kalanchoe sp.; Elansary et al., 2018,
K. daigremontiana Bogucka-Kocka et al., 2018.
Planta toda; acido siringico (90) K. delagoensis; Huang et al., 2013a, Elansary
Folhas Kalanchoe spp. et al., 2018, Bogucka-Kocka et
K. pinnata al., 2018.
Folhas acido sinaptico (91) Kalanchoe sp. Bogucka-Kocka et al., 2018
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Planta toda; acido vanilico (92) K. delagoensis; Huang et al., 20133,
Folhas Kalanchoe sp. Bogucka-Kocka et al., 2018,
Gaind; Gupta, 1973.
Folhas acido clorogénico (93) Kalanchoe sp.; Bogucka-Kocka et al., 2018.
K. longiflora
Folhas acido p-cumarico (94) Kalanchoe sp.; Chernetskyy et al., 2018, 126,
K. longiflora; Bogucka-Kocka et al., 2018,
K. daigremontiana Gaind; Gupta, 1973.
K. pinnata
Folhas acido B-resorcilico (95) Kalanchoe sp. Bogucka-Kocka et al., 2018.
acido y-resorcilico (96)
Planta toda acido cinamico (97) K. delagoensis Huang et al., 20132
acido 4-O-etil galico (98)
metil galato (99)
Outros fendlicos Planta toda floroglucinol (101) K. delagoensis Huang et al., 20132.
3,4-dihidroxi-alilbenzeno (102)
Fenantreno Folhas briofolenona (103) K. pinnata Siddiqui et al., 1989.

2(9-decenil) fenantreno (104)




55

Esteroide

Folhas

briofilol (105)
24-etil-25-hidroxicolesterol (106)

K. pinnata

Siddiqui et al., 1989.

Planta toda

estigmasterol-O-D-glicosideo (107)

K.delagoensis

Huang et al., 20132,

Tococromanol

Folhas

a-tocoferol (108)

y-tocoferol (109)

o-tocoferol (110)
B-tocomonoenol (111)
y-tocomonoenol (112)

o-tocomonoenol (113)

K. daigremontiana

Kruk et al., 2011.

Triterpeno

Partes aéreas;

friedelina (114)

K. fedtschenkoi:

Gaind; Gupta, 1973, Siems et

Flores K. marnieriana; al., 1995, Van Maarseveen;
K. daigremontiana Jetter, 20009.
K. integra
glutinona (115) K. miniata Siems et al., 1995.
glut-5-en-3- 3-ol (glutinol) (116) K. fedtschenkoi; Gaind; Gupta, 1973, Siems et
K. daigremontiana | al., 1995, Sharker et al., 2013.
K. integra
Folhas 18 a-oleanano (117) K. pinnata Siddiqui et al., 1989.
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a-amirin acetato (118)

B-amirin acetato (119) K. pinnata; Siddiqui et al., 1989, Siems et
K. miniata al., 1995.
a-amirin (120) K. pinnata Siddiqui et al., 1989, Sharker ef

K. daigremontiana

al., 2013.

B-amirin (121)

K. pinnata;

Siddiqui et al., 1989, Van
Maarseveen; Jetter, 2009,
Sharker et al., 2013.

Folhas; Flores

briofinol (122)
Y-taraxasterol (123)
briofolona (124)

K. daigremontiana
K. pinnata

K. integra

Gaind; Gupta, 1973, Siddiqui ef
al., 1989.

Fonte: A autora
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Figura 6 — Estruturas quimicas de outros metabdlitos secundarios no género Kalanchoe
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TRITERPENOS
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Fonte: A autora

Até o momento, das 4 espécies mais relatadas como plantas medicinais com
uso etnofarmacolégico (K. pinnata, K. laciniata, K. crenata e K. daigremontiana),
apenas 2 tiveram glicosideos cardiacos identificados em estudos publicados (K.
pinnata e K. daigremontiana). Por outro lado, compostos da classe dos flavonoides
foram identificados nas 4 espécies.

Além disso, embora o suco ou extrato bruto (produzido por maceragao) seja
a forma etnomedicinal mais descrita na literatura, os estudos fitoquimicos sao
geralmente baseados em extratos organicos polares (etanol, metanol) preparados a
partir de folhas, caules, raizes, flores, ou da planta inteira. Poucos estudos usando
solventes apolares ou aquosos foram identificados. Esta € uma observagao
importante, pois sabe-se que o conhecimento popular precisa ser confirmado, e a
presenca dos compostos biologicos em um extrato esta relacionada ao solvente e ao

procedimento utilizado para sua obtencao.

1.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Na medicina popular, as espécies de Kalanchoe sao relatadas para uso em
diversas condicbes e doencas. Pesquisas cientificas tém explorado extratos de
diferentes partes dessas plantas, revelando suas capacidades em termos de
atividades citotoxicas, antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias, entre
outras. A seguir, sdo detalhadas as descobertas relacionadas a cada tipo de
atividade biolégica, fornecendo uma visdo abrangente do valor medicinal dos

extratos de Kalanchoe. Destas espécies, 4 foram testadas, porém nao sao relatadas
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na literatura quanto aos usos populares, sendo elas: K. blossfeldiana, K. longiflora,

K. scapigera e K. rhombopilosa.
1.6.1 Atividade Antioxidante

Kalanchoe daigremontiana revelou atividade antioxidante significativa em
fragbes ricas em bufadienolideos isoladas de suas raizes, com ECs, de 21,80 pg/mL
contra radicais DPPH. Também apresentou efeitos protetores moderados contra
estresse oxidativo induzido por peroxinitrito e protegeu niveis de 3-nitrotirosina e
grupos tiol (50 ug/mL). Sua agao antioxidante foi eficaz na inibicdo da geragédo de
hidroperdxidos e TBARS (1-5 e 25-50 pg/mL, respectivamente) e mostrou inibigdo
ndo competitiva de uma serina proteinase-trombina (1-50 pg/mL) (Clsy: 2,79 pg/mL)
e plasmina (0,05-50 ug/mL). Estudos de docking indicaram que compostos como
bersaldegenina 1-acetato (7) e briotoxinas (1, 11-12) tém potencial para regular
alostericamente a ativacdo do plasminogénio (Kotodziejczyk-Czepas et al., 2016;
2017; 2018). Além disso, as nanoparticulas de K. daigremontiana exibiram
propriedades antioxidantes similares a Silybum marianum, indicando possivel
sinergia (Virsile et al., 2022).

Kalanchoe glaucescens destacou-se com a segunda maior atividade
antioxidante entre 57 extratos de 18 plantas testadas em um estudo comparativo
(Adam et al., 2018). Da mesma maneira, Kalanchoe laciniata foi confirmada como
uma fonte natural de antioxidantes, com pesquisas que mostraram eficacia
consistente nesse sentido (Fonseca et al., 2018, Mayorga et al., 2019).

Kalanchoe  pinnata  demonstrou potente  atividade  antioxidante
dose-dependente em diferentes extratos. Seu extrato aquoso também protegeu a
aorta de ratos e outros o6rgaos de alteracbes adversas causadas por intoxicagcdo de
CCl,, inibindo a arginase Il e aumentando o status antioxidante. Em comparagéao
com outros extratos (aquoso e éter de petréleo) obtidos das folhas, o extrato
etandlico mostrou o maior efeito inibitério radical pelo DPPH, alcancando 49,5 *
5,6% (2000 ug/mL). O extrato etandlico do caule/casca exibiu atividade antioxidante
consideravel pelo método DPPH, enquanto o extrato metandlico das folhas inibiu
69,77% dos radicais DPPH (Cls, 37,28 pg/mL) (Anadozie et al., 2018; Bhandari et
al., 2021; Bhatti et al., 2012; Bopda et al., 2014; Kenderson; Kagoro; Adelakun,
2021; Nascimento et al., 2013; Quintero et al., 2021).
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A concentracido de vitamina C no extrato aquoso de duas espécies de
Kalanchoe (K. daigremontiana e K. pinnata) foi avaliada e comparada; com
resultados mais expressivos para o extrato aquoso de K. pinnata (81 mg/100 g)
(Zawirska-Woijtasiak et al., 2019).

Kalanchoe scapigera e K. rhombopilosa foram as duas espécies mais
eficazes em um estudo que avaliou 34 sucos de diferentes espécies de Kalanchoe,
com atividades antioxidantes de 1981 mg/L e 1911 mg/L, respectivamente (Sazhina
et al., 2014).

1.6.2 Atividade Antimicrobiana e Antiparasitaria

Kalanchoe  blossfeldiana  apresentou  propriedades  antimicrobianas
promissoras quando seu extrato aquoso foi combinado com nanoparticulas de 6xido
de zinco, demonstrando forte potencial antibacteriano e antifungico. O extrato
etandlico desta espécie mostrou efeitos antibacterianos superiores em comparagao
com K. daigremontiana e K. pinnata, inibindo S. aureus, S. epidermidis e E. hirae.
Curiosamente, apesar dessa eficacia, o extrato ndo continha bufadienolideos, que
geralmente sdo conhecidos por causar tais efeitos (Aldalbahi et al., 2020;
Stefanowicz-Hajduk et al., 2020).

Kalanchoe ceratophylla revelou notaveis propriedades antivirais contra os
enterovirus EV71 e CVA16. O extrato de folhas mostrou citotoxicidade minima,
enquanto exibia atividade antiviral dependente da dose, reduzindo os efeitos
citopaticos, formacao de placas e produgao de virus. Além disso, o extrato foi mais
eficaz na inibicdo desses virus do que acido ferulico, quercetina e campeferol, sendo
considerado um potencial agente anti-enteroviral seguro (Wang et al., 2012).

Kalanchoe daigremontiana tem extratos brutos de folhas que demonstraram
atividade antiviral e forte agdo antibacteriana contra E. coli e S. aureus. Além disso,
o extrato metandlico das folhas apresentou alta atividade antiparasitaria contra E.
histolytica e T. vaginalis, destacando seu potencial na medicina tradicional
(Elizondo-Luevano et al., 2021; Molina et al., 2019; Urmenyi et al., 2016).

Kalanchoe laciniata demonstrou atividade antimicrobiana com seus extratos
aquoso-metandlico e n-hexano, sendo este ultimo mais sensivel a E. coli. O extrato
hidroetandlico das folhas também mostrou reduzir o crescimento de Salmonella,
liberando o conteudo bacteriano (Fonseca et al., 2018; Manan et al., 2015; Mayorga
et al., 2019; Sharif et al., 2017).
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Kalanchoe pinnata teve extratos de diferentes partes avaliados quanto a
atividade antimicrobiana. O extrato metandlico das raizes foi eficaz contra E. coli, S.
aureus e P. aeruginosa, mas nao apresentou atividade contra C. albicans. O extrato
etanolico da casca do caule foi ativo contra varias bactérias e fungos, inibindo B.
cereus, E. coli e outros microrganismos, mas mostrou-se inativo contra S. typhi e C.
albicans. A eficacia oral de K. pinnata também se estende a leishmaniose visceral,
com reducgao significativa da carga parasitaria hepatica e esplénica (Gomes et al.,
2010; Kenderson; Kagoro; Adelakun, 2021; Majaz et al., 2011; Torres-Santos et al.,
2003).

Kalanchoe longiflora mostrou atividades antitripanossoma, antimalarica e
antileishmanial em comparagdo com outras espécies. O extrato de folhas inibiu T.
brucei com uma concentragcado de 17,6 ug/mL, enquanto sua potente agao inibidora
da enzima topoisomerase | sugere seu potencial como agente anti-trypanosoma
(Hegazy et al., 2021).

1.6.3 Atividade Analgésica, Anti-Inflamatéria e Cicatrizante

Kalanchoe ceratophylla apresentou tanto efeitos anti-inflamatérios quanto
analgésicos significativos. O extrato metandlico de seus caules mostrou
propriedades anti-inflamatérias eficazes, com mecanismos bem discutidos nos
estudos de Lai et al. (2010, 2011). Esses efeitos foram complementados por suas
propriedades analgésicas, tornando esta espécie potencial fonte de compostos
terapéuticos.

Kalanchoe crenata teve seus extratos de caule avaliados para atividades
analgésicas. Os extratos de diclorometano/metanol e suas fragdes mostraram ter
atividades analgésicas tanto periféricas quanto centrais (Nguelefack et al., 2006).

Kalanchoe daigremontiana e Kalanchoe pinnata foram comparadas quanto a
atividade anti-inflamatéria de seus extratos e K. daigremontiana destacou-se com
seus extratos aquoso e éter de petroleo exibindo os maiores efeitos inibitérios. Em
estudos mais aprofundados, K. pinnata também demonstrou efeitos antinociceptivos,
antiedematogénicos e anti-inflamatérios, especialmente nas fragbes de acetato de
etila e butanol de suas flores. Estes efeitos foram associados a inibicdo da COX e a
reducdo do TNF-a, com seus flavonoides supressores de T sendo considerados

uteis para doengas inflamatoérias (Coutinho et al., 2012; Ferreira et al., 2014).
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Kalanchoe laciniata teve seus extratos das folhas, colhidas antes e durante a
floracdo, avaliados para atividade anti-inflamatdria. Os extratos de folhas colhidas
antes da floracao inibiram o edema da pata em camundongos, enquanto os extratos
das folhas colhidas durante a floragcdo nao tiveram efeito inibitério. Outros estudos
revelaram que K. laciniata também possui propriedades imunomoduladoras e
anti-inflamatérias (Costa et al., 2006; Ferreira et al., 2000; Mouréao et al., 1999).

Kalanchoe pinnata demonstrou também um potente efeito cicatrizante. Seu
extrato aquoso mostrou eficacia em cicatrizagdo de Ulceras e atividade
gastroprotetora, possivelmente devido ao efeito sinérgico de seus flavonoides e
outros compostos. Estudos comparativos entre K. pinnata e K. laciniata revelaram
que ambos os extratos tinham efeitos gastroprotetores, enquanto K. pinnata foi
particularmente eficaz contra envenenamento por B. jararaca (de Araujo et al., 2018;
2023; Fernandes et al., 2016). Além disso, formulagdes topicas contendo extrato
aquoso e quercetina  3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo
resultaram em melhor reepitelizacdo e densa formacado de fibras de colageno,

indicando um potencial lucrativo do uso do extrato completo (Coutinho et al., 2020).
1.6.4 Atividade Cardioprotetora

Kalanchoe crenata tem mostrado potencial como agente cardioprotetor em
estudos pré-clinicos. O extrato etandlico da planta apresentou efeitos protetores
contra a cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina em ratos da linhagem
Sprague-Dawley, sugerindo sua utilidade como complemento ao tratamento
quimioterapico para mitigar os efeitos colaterais cardiacos (Asiedu-Gyekye et al.,
2022).

Além disso, o extrato aquoso foi avaliado para medir os elementos presentes,
e as quantidades de calcio, potassio e magnésio encontradas indicam uma possivel
correlagdo com o uso tradicional da planta no tratamento da hipertensao e arritmias.
No entanto, a presenga de metais pesados como chumbo e arsénio inorganico pode
representar um risco significativo a saude, o que ressalta a necessidade de mais

pesquisas e controle de qualidade no uso terapéutico (Frimpong-Manso et al., 2015).
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1.6.5 Atividade Citotdxica e Genotodxica

O extrato metandlico de K. blossfeldiana demonstrou potenciais efeitos
citotoxicos e formacgao de biofilme, além de propriedades anti citocinas (Sarkar et al.,
2015). O extrato aquoso de K. blossfeldiana em nanoparticulas de 6xido de zinco
revelou uma potente citotoxicidade contra células HelLa (Aldalbahi et al., 2020). Em
comparagao com outras duas espécies (K. daigremontiana e K. pinnata), o extrato
etandlico de K. blossfeldiana exibiu a atividade citotoxica mais potente (Clsy: <19
Mg/mL para células HeLa e SKOV-3), embora nado conter bufadienolideos,
conhecidos por elicitar esses efeitos citotoxicos (Stefanowicz-Hajduk et al., 2020).

O extrato metandlico de K. crenata apresentou seguranga em ensaios de 14
dias em animais ao ser administrada via oral. Seus extratos metandlicos e suas
fragbes apresentaram inibicdo significativa do citocromo CYP3A4; sugerindo a
fragdo metandlica como potencial fonte de um novo medicamento oral
anti-nefropatico (Asiedu-Gyekye et al., 2014; Awortwe et al., 2015; Kamgang et al.,
2012). O extrato metandlico, em comparagdo com outras cinco espécies, também
revelou notavel atividade citotoxica em diferentes linhagens celulares, variando a
Cls, de 2,33 pg/mL (SPC212, mesotelioma) a 28,96 pg/mL (HepG2,
hepatocarcinoma), e indugdo de apoptose via producdo de espécies reativas de
oxigénio (Kuete et al., 2017).

Extratos de raizes de K. daigremontiana foram avaliados em comparagdo com
outras plantas (Cyphomandra betacea, Robinia pseudoacacia, Nothofagus pumilio e
Rosmarinus officinalis) em um conjunto de ensaios in vitro e nos ensaios citotoxicos,
foi a unica espécie considerada altamente téxica (Virsile et al., 2022). Os efeitos
citotoxicos de K. daigremontiana também foram investigados em relagdo ao
adenocarcinoma humano (HelLa), células ovaricas (SKOV-3), de mama (MCF-7) e de
melanoma (A375) (Stefanowicz-Hajduk et al., 2020; 2022), e células de mieloma
multiplo humano (Akentieva et al., 2021). A fracdo de diclorometano mostrou
atividade potente contra as linhagens celulares (Cls, < 10 pg/mL), provavelmente
devido a presenca de bersaldegenina-1,3,5-ortoacetato (Akulova-Barlow, 2009). O
extrato aquoso reduziu a viabilidade das células tumorais em 13% e exibiu
sinergismo com a doxorrubicina, modificando o metabolismo celular e promovendo a

morte das células e contribuindo para seus efeitos antitumorais.
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Os extratos de n-hexano e etanol de K. delagoensis sugerem potencial de
cicatrizacdo de feridas (Schmidt et al.,, 2009), enquanto sua fracdo solluvel em
n-butanol inibiu a proliferagao celular, afetando os processos de divisdo (Hsieh et al.,
2012). Além disso, o extrato aquoso induziu a parada do ciclo celular e inibiu o
crescimento tumoral, sugerindo sua eficacia como agente antitumoral (Hsieh et al.,
2015).

O extrato de acetato de etila de K. flammea apresentou citotoxicidade seletiva
contra linhagens celulares de cancer de prostata. Fragdes ricas em acido cumarico e
acido palmitico, isoladas desse extrato, demonstraram citotoxicidade seletiva contra
células PC-3 (Arias-Gonzalez et al., 2018). Além disso, uma fragdo rica em acidos
graxos obtida do extrato etandlico de K. pinnata demonstrou inibicdo da proliferagao
de linfocitos in vitro e atividade imunossupressora in vivo (Almeida et al., 2000).

Quatro tratamentos (250 yg/mL por 72 h) com diferentes partes do extrato
aquoso de K. gastonis-bonnieri inibiram a proliferagdo de células de hiperplasia
prostatica benigna (HPB) (13,5-56,7%), com destaque para a eficacia do extrato
aquoso de partes subterraneas, o qual foi 0 mais ativo, estimulando mudancgas nas
células de HPB e modulando processos cruciais como proliferacao, viabilidade e
apoptose (Palumbo et al., 2019).

A espécie K. glaucescens foi comparada a outras plantas e mostrou
citotoxicidade consideravel contra células de leucemia (Adam et al., 2018).

Kalanchoe laciniata apresentou significativa mutagenicidade e citotoxicidade
com seus extratos aquoso-metandlico e n-hexano (Manan et al., 2015; Sharif et al.,
2017). Extratos hidroetandlicos obtidos de suas folhas também inibiram células 3T3
(normal) e a linha 786-0 (carcinoma renal) (92,23% de inibigao celular). Em teste in
vivo, este extrato causou alteragdes hepaticas sem sinais de toxicidade significativa
(Fonseca et al., 2018, Mayorga et al., 2019).

Kalanchoe pinnata demonstrou propriedades citotoxicas em diferentes
extratos, embora com uma fraca resposta genotoéxica. Isso indica que seu uso deve
ser restrito para evitar danos ao DNA ou efeito mutagénico (Bhavsar; Chandel, 2019;
Nascimento et al., 2018; Saravanan; Murugan; Kumaravel, 2020). O extrato de
cloroféormio obtido das folhas apresentou potencial como anticancer e terapéutico
anti-HPV para o tratamento da infecgao por HPV e cancer cervical (Mahata et al.,
2012). O extrato etandlico de K. pinnata, comparado ao extrato etandlico de outras

trés espécies do género (K. daigremontiana, K. milloti e K. nyikae), demonstrou
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maior citotoxicidade contra linfoma, de maneira dose-dependente (Bogucka-Kocka et
al., 2018). Diversos compostos bioativos foram identificados nesta espécie e, por
meio de abordagem molecular, sugerem mecanismos de atividades anticancer

complexas (Hernandez-Caballero et al., 2022).

1.6.6 Atividades sobre o Sistema Nervoso Central

Kalanchoe crenata teve seu extrato de diclorometano/metanol e fragdes
avaliadas para efeitos no sistema nervoso central. Eles demonstraram atividade
anticonvulsivante significativa, indicando o potencial terapéutico da planta no
tratamento de convulsdes (Nguelefack et al., 2006).

Kalanchoe pinnata revelou efeitos benéficos nas convulsées e na memoéria. O
extrato metandlico das raizes reduziu a atividade anticonvulsivante com doses
crescentes, enquanto o extrato metandlico dos caules mostrou um efeito
dose-dependente que aumentava com doses mais altas. A mistura de cloroféormio e
acetato de etila preservou esse efeito. Além disso, uma dose de 400 mg/kg do
extrato metanolico melhorou significativamente a memoria e o aprendizado dos
camundongos (Bhandarl et al., 2021; Mora-Perez; Hernandez-Medel, 2016).

Outro estudo utilizando peixes-zebra larvais revelou que o extrato aquoso das
folhas de K. pinnata apresentou efeitos ansioliticos e psicoativos de forma
dose-dependente, contribuindo para uma compreensao mais profunda de seus
mecanismos subjacentes e fornecendo insights sobre seu uso seguro no tratamento
de disturbios do humor (Pereira et al., 2022).

Por fim, o potencial antidepressivo do extrato aquoso pode estar associado a
uma interagdo complexa entre os sistemas serotoninérgico, opioidérgico e
noradrenérgico, sugerindo sua utilidade no tratamento de transtornos depressivos
(Kukuia et al., 2015).

1.6.7 Atividade Hipoglicemiante

Kalanchoe pinnata demonstrou notavel atividade hipoglicémica e efeitos
positivos sobre as células beta do pancreas. O extrato etandlico dessa espécie
mostrou uma melhora significativa no numero de células de Langerhans
pancreaticas com uma dose média de 11,6 mg/kg, promovendo assim a redugao dos

niveis de glicose no sangue. Além disso, a fracdo de diclorometano do extrato
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aquoso apresentou um efeito secretagogo de insulina dependente da dose,
reduzindo os niveis de glicose no sangue em jejum de 228 mg/dL para 116 mg/dL
com uma dose de 10 mg/kg. A fragcao de diclorometano do extrato aquoso também
melhorou os niveis de hemoglobina glicada, de 12,9% em controles diabéticos para
8,4%, além de restaurar os niveis de insulina e normalizar o perfil lipidico (Patil et al.,
2013; Yuliani, Dewijanti, Banjarnahor, 2016).

As propriedades antioxidantes de K. pinnata, especialmente quando
combinada com metformina, foram exploradas, revelando efeitos positivos. O
tratamento com K. pinnata (400 ug/mL) aumentou significativamente a atividade da
catalase tanto em mioblastos esqueléticos humanos n&o diabéticos quanto
diabéticos, além de reduzir os niveis de malondialdeido. A combinacgao de K. pinnata
com metformina modulou respostas antioxidantes, aumentando a atividade da
superoxido dismutase e os niveis de glutationa reduzida, ao mesmo tempo que
reduziu os niveis de glutationa, tanto em células ndo diabéticas quanto em células
estressadas pelo H,0,. Esses achados indicam que esta combinagdo pode abordar
complicagdes fisiopatoldgicas associadas ao estresse oxidativo em diabéticos tipo |l
(Ramon et al., 2023).

1.6.8 Outras Atividades

Kalanchoe laciniata mostrou uma impressionante capacidade de inibir a
nucleacdo, o crescimento e a agregacao de cristais de CaOx, sugerindo seu
potencial no tratamento da urolitiase. Estudos comparativos com outras plantas,
como Drymoglossum piloselloides e Aegle marmelos, confirmaram essa propriedade
nos extratos aquosos, etandlicos e de hexano das folhas. A triagem fitoquimica
indicou a presenca de varios compostos bioativos, incluindo agucares redutores,
proteinas, flavonoides, taninos e polifenois, que podem contribuir para essas
propriedades terapéuticas (Hewagama; Hewawasam, 2022).

Kalanchoe pinnata foi avaliada por seus efeitos na contratilidade do detrusor,
fornecendo insights sobre seu potencial no tratamento da bexiga hiperativa.
Diferentes preparacbes, como suco prensado, fracdes enriquecidas com
flavonoides, fragbes enriquecidas com bufadienolideos e uma mistura de flavonoides
agliconas foram testadas. Enquanto o suco prensado aumentou a forga de contragao
das tiras musculares, fragdes enriquecidas com bufadienolideos e mistura de

flavonoides agliconas reduziram essa for¢a de forma dose-dependente, fornecendo
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suporte para o uso no tratamento dessa condicdo. O suco prensado também
demonstrou eficacia no controle da contratilidade uterina, diminuindo o sinal de
ocitocina e mostrando sinergia ao ser combinado com fragdes enriquecidas. No
entanto, os estudos sugerem que o suco prensado sozinho tem uma poténcia mais
elevada na inibicdo da ativagdo induzida pela ocitocina (Bachman et al., 2017;
Santos et al., 2021).

Além disso, o extrato aquoso de K. pinnata foi tdo eficaz quanto os
beta-agonistas no tratamento do parto prematuro e foi significativamente mais bem
tolerado. Um produto de mercado a base de suco prensado de K. pinnata foi testado
em estudos prospectivos com mulheres gravidas, pacientes com cancer e pessoas
com problemas de sono, mostrando-se uma opg¢ao adequada para todas essas

condigdes (Lambrigger-Steiner et al., 2014; Simbes-Waust et al., 2015).
1.6.9 Substancias Isoladas

Existem poucos estudos sobre o isolamento e caracterizacdo de moléculas
bioativas de espécies de Kalanchoe correlacionadas com seu potencial
farmacoldgico. Informacgdes detalhadas sobre os estudos relatados na literatura

podem ser observadas no Quadro 6.
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Espécies e parte

da planta

Compostos testados

Atividade farmacolodgica e

ensaio utilizado

Resultados obtidos

Mecanismo de agao

Referéncias

K. delagoensis

Planta toda

quercetina (40)
tubiflorona (85)
acido siringico (90)
acido 4-O-etilgalico
(98)
3,4-dimetoxifenol
(100)
floroglucinol (101)
3,4-diidroxialil
benzeno (102)

Anti-inflamatério
Ensaio de produgéao de
oxido nitrico (NO)
induzida por
lipopolissacarideo (LPS)
em células RAW 264.7

Os compostos
demonstraram
relagdes
dose-dependentes
para a producao de
NO induzida por LPS.
O ensaio MTT
mostrou alta
viabilidade celular na
presencga de LPS no
meio de cultura em
varias concentracdes.
Os resultados
mostraram que a
quercetina (40) e
3,4-diidroxialilbenzen
0 (102) possuiam

atividades inibidoras

Ausentes.

Huang et al.,
2013a.
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de NO, enquanto
tubiflorona (85), acido
siringico e
3,4-dimetoxifenol
(100) exibiram
atividades fracas.

kalantubolideo A Citotoxicidade Cardenolideos Ausentes. Huang et al.,
(38) Ensaio de citotoxicidade |(kalantubolideo A (38) 2013b.
kalantubolideo B in vitro, analise do ciclo e kalantubolideo B
(39) celular e ensaio de (39)) e
kalantubosideo A apoptose. bufadienolideos
(23) glicosilados
kalantubosideo B (kalantubosideo A
(24) (23), kalantubosideo

briotoxina C (1)
bersaldegenina
1,3,5-ortoacetato (6)
bersaldegenina
1-acetato (7)
tauro lipidio C (84)
acido galico (87)

B (24), briotoxina C
(1), bersaldegenina
1,3,5-ortoacetato (6),
bersaldegenina-1-ace
tato (7))
demonstraram

citotoxicidade contra
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acido cinamico (97)
acido ferulico (86)
estigmasterol-O-D-gl
icosideo (107)

4 células tumorais
humanas (A549,
Cal-27, A2058 e

HL-60) com Cls, na

faixa de 0,01 uM a

10,66 uM.
Cardenolideos
(kalantubolideo A (38)
e kalantubolideo B
(39)) também
demonstraram
citotoxicidade
significante contra
células HL-60.
Adicionalmente,
kalantubosideo A
(23), kalantubosideo
B (24), briotoxina C
(1), bersaldegenina
1,3,5-ortoacetato (6)

e bersaldegenina
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1-acetato (7)
bloquearam o ciclo
celular na fase G2/M
e induziram a
apoptose em células
HL-60.

K. pinnata

Planta toda

briofillina A (1)

briofillina B (2)

bersaldegenina
3-acetato (8)

Citotoxicidade
Ensaio de citotoxicidade

in vitro.

Briofilina A (1),
briofilina B (2) e
bersaldegenina
3-acetato (8)
apresentaram potente

efeito citotdxico.

Ausentes.

Yamagishi et al.,
1989.

K. pinnata

Raizes

KPB-100 (81)
KPB-200 (82)

Antiviral
Ensaios de inibicao da
propagacao e reducao do
rendimento do virus
vaccinia e ensaio de
inibicao do efeito
citopatico viral do mutante
2-TK do a-herpesvirus

humano.

Ambos compostos
Sao promissores para
otimizagao sintética e
estudos in vivo contra

a-herpesvirus
humano
1 e 2 e vaccinia virus.
KPB-100 (122) inibiu

Os autores consideram
que estudos futuros
Sa0 necessarios para
estabelecimento do
mecanismo de acao

desses compostos.

Cryer et al., 2017.
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fortemente todos os

virus testados.

K. pinnata

Flores

quercetina
3-O-a-L-arabinopira
nosil-(1—2)-a-L-ram

nopiranosideo (45)

Anti-inflamatério
Teste de contorgdes
abdominais induzidas por

acido acético.

O flavonoide (45) (1,
3 e 10 mg/kg)
produziu inibicao
dose-dependente no
numero de
contorgdes
abdominais induzidas
por acido acético em
20,5% (44,2 £ 3,1),
35,8% (35,7+4,5) e
50,5% (27,5 = 3,5),
respectivamente (Dls,
9,4 mg/kg), quando
comparado ao veiculo
(55,6 £ 3,3). O
controle positivo
(indometacina,

10 mg/kg) reduziu o

numero de

O grupamento aglicona
quercetina presente na
estrutura do composto
isolado (45)
demonstrou ser um
agente antiinflamatorio
€ imunossupressor.
Este flavonol tem um
efeito
imunomodulatério bem
conhecido via
regulacéo dos
mediadores
inflamatdrios, bem
como inibindo citocinas
e induzindo a
expressao de Oxido
nitrico sintase pela
inibicao de NF-k[3.

Ferreira et al.,
2014.
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contragdes em 56,5%
(24,2 £ 3,5).

Anti-inflamatério
Ensaio de pleurisia

induzida por carragenina.

O flavonoide (45)
(0,3, 1,0 e 3,0 mg/kg)
exibiu uma reducao
dose-dependente na
migragao de
leucocitos em 8,0%
(6,9 £ 0,6 leucdcitos x
10%/mL), 38,8% (4,6 £
0,2 leucocitos x
10%mL) e 57,2% (3,2
+ 0,3 leucocitos x
105/mL),
respectivamente (Dls,
2,0mg/kg), e o
controle positivo
(dexametasona,

2 mg/kg), inibiu em
71,9% (2,1 +£0,2

leucdcitos x 10%/mL)

A reducgao na migragao
total de leucdcitos para
a cavidade pleural
induzida por
carragenina é
dependente da sintese
de mediadores
leucotrienos
quimioatraentes, como
LTB4, citocinas IL-1 e

TNF-a e quimiocinas.
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comparado ao veiculo
(7,5 £ 0,6 leucocitos x
10°/mL).

Anti-inflamatorio
Ensaio in vivo de edema
de orelha induzido por

6leo de créton.

O pré-tratamento com
o flavonoide (45) (0,3,
1,0 ou 3,0 mg/kg)
produziu efeito
antiedematogénico
relacionado a dose de
38,2% (4,2 + 0,4 mg),
54,4% (3,1 £ 0,4 mqg)
e 70,6% (2,0 £
0,4 mq),
respectivamente,
enquanto o
tratamento com
dexametasona
(2 mg/kg) reduziu o
edema de orelha em
85,3% (1,0 £ 0,4 mg)

quando comparado

A formacgao de edema
é inicialmente mediada
por histamina e
serotonina e
posteriormente pela
liberacdo de
prostaglandinas.
Prostaglandinas
desempenham um
papel importante na
sinalizagao de
inflamacéao, dor, rubor,
edema, calor e perda
de funcdo. A
biossintese de PGE2,
a principal
prostaglandina

inflamatadria, envolve 3




ao veiculo (6,8 + enzimas-chave,

0,6 mg), com Dl fosfolipase A2,

0,76 mg/kg. ciclooxigenase (COX)

e PGE sintase.

Anti-inflamatério O flavonoide (45)

(3,0 mg/kg) diminuiu a

concentracao de

O pré-tratamento
Ensaio de medigao de reduziu a concentragao
TNF-a ex vivo. de TNF-a em exsudato

TNF-a em exsudato | pleural, sugerindo a
pleural em 66,6%
(22,6 = 3,1 pg/mL) em

comparagao ao

producao de um efeito
anti-inflamatério, pelo
menos em parte, pela

veiculo (67,5 inibicdo do TNF-a.

4,9 pg/mL), e
dexametasona
(2 mg/kg) reduziu a
concentracao de
TNF-a em 74,5%
(17,2 £ 3,2 pg/mL).

Anti-inflamatério O flavonoide (45)

Ensaio in vitro de inibicao [inibiu COX-1 e COX-2
da ciclooxigenase (COX).

Alguns flavonoides

reduzem a sintese de

em atividades in vitro | PGE2 pela inibigao da
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(Clsy=3,8x10™°M
(22,1 yg/mL) e Clgy 2
8,4 x 107° M,
respectivamente),
com indice de
seletividade (1S)
<0,44. O controle
positivo indometacina
também inibiu as
atividades de COX-1
e COX-2 (Clsp=59¢e
31,2 yg/mL,
respectivamente, e IS
=0,19).

atividade das enzimas
ou pela inibicao da
expressao de enzimas
inflamatorias, COX-2,
ou PGES-1

microsomal.

K. pinnata

Folhas

quercetin
3-O-a-L-arabinopira
nosil-(1—2)-a-L-ram

nopiranosideo (45)

Cicatrizacao de feridas
Modelo in vivo de excisao

de rato.

Um creme contendo
quercetina
3-O-a-L-arabinopiran
osil-(1—2)-a-L
ramnopiranosideo
(45) (0,15%) foi

desenvolvido e

Agentes cicatrizantes
de feridas podem agir
na inflamacao, na
proliferacao celular
e/ou fase de
remodelacio.

Sintomas classicos de

Coutinho et al.,
2020.
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topicamente
comparado a um
creme contendo o
extrato aquoso.
Ambos os cremes

mostraram uma

e densas fibras de
colageno em
comparagao ao

controle.

melhor re-epitelizagao

inflamacao sao
causados pela
liberacéo de
prostaglandinas,
leucotrienos e espécies
reativas de oxigénio e
nitrogénio. A potente
atividade antioxidante
e a atividade
antiinflamataria in vivo
exibidos por quercetina
3-O-a-L-arabinopiranos
iI-(1—2)-a-L
ramnopiranosideo (45)
podem explicar a
performance
cicatrizante, sendo
consideradas como as

principais atividades

responsaveis pela
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atividade cicatrizante

desta espécie.

quercetina
3-O-a-L-arabinopira
nosil-(1—2)-0-a-

Antioxidante

ABTS.

Compostos derivados

Ensaios in vitro DPPH e

L-ramnopiranosideo
(45)
campeferol
3-0O-a-L-arabinopora
nosol-(1—2)-O-a-L-r
amnoporanosideo
(56)

Anti-inflamatério
Ensaio de inibicdo da
xantina oxidase (XO).

de campeferol e
quercetina inibiram
moderadamente a
XO, enquanto apenas
os derivados de
quercetina
demonstraram
moderada atividade
antioxidante,
sugerindo que
quercetina
3-O-a-L-arabinopiran
osil-(1—2)-a-L-ramno
piranosideo (45) pode
ser indicado como um
marcador especifico

desta espécie.

Ausentes.

Fernandes et al.,
2021.
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quercitrina (43)

Anti-anafilatico
Hipersensibilizagdo de
camundongos e desafio
antigénico, medi¢ao de
IgE-especifica,
proliferacdo de células T,
producdo de citocinas,
degranulagao de
mastocitos no mesentério
e ensaio de liberacédo de

histamina.

Pré-tratamento com
quercitrina (43)
mostrou efeito

protetor em morte
causada por choque
anafilatico. Nesse
estudo, o tratamento
conferiu resisténcia
ao choque anafilatico
fatal em 75% dos

animais.

Anti-inflamatério
Ativacao de mastdcitos in
vitro e modelo de doencga
alérgica das vias aéreas

in vivo

Tratamento com
quercitrina (43) nao
afetou os parametros

testados.

Antileishmania
Ensaios in vitro de
atividade anti amastigota

e anti promastigota

Fracionamento
direcionado com etil
acetato guiado por

atividade anti

amastigota levou ao

O mecanismo de agao
da quercitrina ainda é

desconhecido.

Cruz et al., 2018.

Cruz etal., 2012.

Muzitano et al.,
2006.
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isolamento de

quercitrina (43),

inibindo 93,9% do
crescimento

amastigota (100
pug/mL, 223 uM). O

composto exibiu

atividade significativa

antileishmania.

briofillina A (1)
briofillina C (3)

Inseticida
Bioensaio com

bicho-da-seda.

Briofilina A (1) e
briofilina C (3)
mostraram potente
atividade inseticida
contra bicho-da-seda

(Bombyx mori).

Os autores sugerem
que a porgao
1,3,5-ortoacetato
desempenha um papel
importante na atividade

inseticida.

Supratman et al.,
2000.

briofillina A (1)
briofillina B (2)
briofillina C (3)

K. x houghtonni
Folhas

daigremontianina (4)

Antiviral
Ensaio de ativacao do
virus Epstein-Barr
induzido por promotor

tumoral.

Briofilina A (1),
bersaldegenina
1,3,5-ortoacetato (6)
e daigremontianina
(4) mostraram

potencial atividade

Promotores tumorais
possivelmente induzem
a ativacao do virus
Epstein-Barr via
ativacao da proteina

quinase C e proteina

Supratman et al.,
2001.
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bersaldegenina
1,3,5-ortoacetato (6)

inibitoria no virus
Epstein-Barr, porém
briofilina A (1) foi a
mais efetiva (Clsy: 0,4
MM). Os resultados
sugerem que 0s
bufadienolideos sao
potentes agentes

quimiopreventivos.

quinase

mitogeno-ativada.

Fonte: A autora.
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CAPITULO 2 - DIFERENCIAGAO DE ESPECIES DE KALANCHOE PARA O
CONTROLE DE QUALIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

Produtos a base de plantas sao encontrados globalmente sob varias
denominagdes, de acordo com os quadros regulatorios de seus respectivos paises.
No Brasil, esses produtos sdo categorizados como medicamentos fitoterapicos ou
produtos tradicionais fitoterapicos (ANVISA, 2014), enquanto nos Estados Unidos,
sdo comumente vendidos como suplementos dietéticos sob a Lei de Saude e
Educagao sobre Suplementos Dietéticos de 1994 (USC, 1994). Essa variagao nos
padrées regulatérios internacionais tende a impactar na qualidade das plantas
medicinais e seus derivados, bem como na autenticidade das matérias-primas
vegetais disponiveis no mercado. A adulteragdo, um problema prevalente neste
setor, é frequentemente exacerbada pelas semelhancas morfolégicas entre espécies
de plantas e o uso de mesmo nome popular. Essas praticas dentro da industria de
fitoterapicos podem comprometer a eficacia terapéutica desses produtos e, em
certos casos, representar riscos de intoxicagdo para os consumidores (Manfron,
2021).

Um exemplo de plantas que se encaixam neste cenario sado as espécies do
género Kalanchoe. Andrade et al. (2023) ja destacaram a dificuldade em distinguir
as espeécies deste género devido ao grande numero de espécies que compartilham
nomes comuns e semelhangas morfologicas, o que frequentemente leva a ma
identificacdo de suas caracteristicas taxonémicas. Espécies como Kalanchoe
daigremontiana Raym.-Hamet & H.Perrier. e Kalanchoe x houghtonii D.B.Ward
demonstram notaveis semelhangas morfolégicas e sao frequentemente referidas
pelo mesmo nome comum, resultando em confusdo quanto ao seu uso
etnomedicinal. Da mesma forma, os usos sobrepostos de Kalanchoe crenata
(Andrews) Haw., Kalanchoe marmorata Baker e Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. em
varias aplicagbes terapéuticas refletem de sua similaridade etnofarmacoldgica,
reforcando a necessidade de identificacdo precisa de cada espécie para
aproveitamento total de seus potenciais terapéuticos.

A analise botanica destes materiais vegetais € um passo crucial para
garantir diferenciagdo, qualidade, seguranga e consisténcia. Além disso, a
identificacdo quimica pode ser usada como uma ferramenta importante para

complementar a identificagdo completa dessas matérias-primas (USP, 2015).
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A Cromatografia de Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCD-AP) é a
técnica preferida para analisar drogas vegetais. Ela serve como uma ferramenta
poderosa para comparar rapidamente multiplas amostras em paralelo, detectar
adulteragdo, monitorar pureza e estabilidade, e identificar e quantificar compostos
marcadores tanto em matérias-primas quanto em produtos acabados (CAMAG,
2023).

Adicionalmente, o perfil metaboldémico por Cromatografia Liquida de Ultra
Performance acoplada a Espectrometria de Massas (CLUE-EM) é considerado uma
ferramenta avancada para caracterizar a composicdo de matrizes de plantas e
auxiliar na identificagdo de moléculas bioativas e marcadores quimicos (Perez de
Souza et al., 2019).

A abordagem analitica que combina exame microscopico com analise
quimica pode fornecer insights abrangentes sobre as caracteristicas das espécies
(Plumb et al., 2006). Na presente investigacdo, uma abordagem multidisciplinar
combinando analise morfoanatémica, perfil metabolémico por CLUE-EM e CCD-AP
foi empregada para caracterizar e diferenciar de forma abrangente cinco espécies de
Kalanchoe, especificamente Kalanchoe crenata (Andrews) Haw., Kalanchoe
daigremontiana Raym.-Hamet & H.Perrier, Kalanchoe marmorata Baker, Kalanchoe
pinnata (Lam.) Pers. e Kalanchoe x houghtonii D.B.Ward e produtos comerciais de

K. daigremontiana e K. pinnata.
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2.1MATERIAL E METODOS
2.1.1 Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

Partes vegetativas aéreas frescas de cinco espécies do género Kalanchoe
foram coletadas em Ponta Grossa, PR, Brasil (25°5'38"S 50°12'34"W). As plantas
floridas foram usadas para a preparagcdo de espécimes de herbario e foram
identificadas como Kalanchoe crenata (Andrews) Haw., Kalanchoe daigremontiana
Raym.-Hamet & H.Perrier., Kalanchoe marmorata Baker, Kalanchoe pinnata (Lam.)
Pers. e Kalanchoe x houghtonii D.B.Ward. Os espécimes foram depositados no
Herbario da Universidade Estadual de Ponta Grossa (HUPG) sob os numeros de
registro 22929, 22778, 22779, 23063 e 22808, respectivamente. O acesso ao
material botanico foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), sob o registro
AFDD6B4.

2.1.2 Preparo dos Materiais Vegetais e Extratos

Folhas frescas de cada espécie foram coletadas, trituradas e extraidas com
agua destilada usando turbo extragdo (1:10, p/v, 5 minutos); posteriormente, os
extratos foram filtrados e liofilizados. Capsulas de produtos comerciais adquiridos de
trés diferentes empresas, alegando conter 100 % de extrato de Kalanchoe (1
amostra rotulada como K. daigremontiana e 2 amostras rotuladas como K. pinnata),
foram processadas usando um procedimento idéntico ao utilizado para os extratos
de folhas frescas. Os extratos foram diluidos para uma concentracéo de 0,1 mg/mL
(MeCN: H,0O, 1:1, v/v) antes da analise por CLUE-EM e 20 mg/mL (em agua) para
analise por CCD-AP.

2.1.3 Avaliagao Botéanica e Analise de P6

As amostras (folhas e caules) foram fixadas por 5 dias em uma solugéo de
formalina: &cido acético: alcool 70 % (FAA 5:5:90, v/v/v) (Johansen, 1940).
Posteriormente, foram lavadas com agua purificada e armazenadas em etanol 70 %
(v/v) (Berlyn; Miksche, 1976). Para o exame microscopico do material vegetal,

secOes paradérmicas e transversais foram preparadas. Em seguida, as secgdes
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obtidas foram coradas com Azul de Astra e fucsina basica (Roeser, 1972), bem
como azul de toluidina (O'brien; Feder; Mccully, 1964). Laminas semi permanentes
foram montadas em laminas de vidro, sendo a glicerina 50% (v/v) o meio de
montagem. As laminas foram imediatamente fotografadas e analisadas sob um
microscopio éptico acoplado a uma camera fotografica (modelo Olympus CX31 com
unidade de controle C7070) para uma descricdo detalhada da anatomia de folhas e
caules.

Para analise do po, foi empregada uma avaliagdo microscopica meticulosa,
preparando laminas do material em p6 das capsulas de produtos comercialmente
disponiveis adquiridos de trés diferentes empresas que alegam conter 100% de
especies de Kalanchoe, sendo elas: produto comercial de Kalanchoe
daigremontiana (KDCP); produto comercial de Kalanchoe pinnata de marca 1
(KPCP1); e produto comercial de Kalanchoe pinnata de marca 2 (KPCP2). Nesta
analise, foram utilizados Azul de Astra e fucsina basica, safranina (Fuchs, 1963)
como reagentes, bem como solugdo de iodo para detectar graos de amido (Berlyn;
Miksche, 1976). Esta analise foi realizada com técnicas usuais farmacogndsticas

para garantir a autenticidade e pureza dos produtos.

2.1.4 Analise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance
2.1.4.1  Preparo dos padrbes

Solugdes de estoque de quercetina, rutina, acido clorogénico e campeferol
foram preparadas a 1 mg/mL cada uma em metanol. O &acido clorogénico, a
quercetina e o campeferol foram diluidos a 200 pg/mL, enquanto a rutina foi
preparada a 400 pg/mL. O mix universal CCD-AP foi usado como um teste de
adequacao do sistema (System Suitability Test, SST) e preparado conforme Do et al.
(2021).

2.1.4.2 Aplicagéo e Desenvolvimento

A analise foi conduzida usando um sistema CCD-AP PRO da empresa
CAMAG (Wilmington, NC) equipado com quatro modulos. As placas foram colocadas
em suportes e armazenadas no modulo Plate Storage PRO e transportadas para o

modulo Application PRO para aplicagao posterior. Amostra (10 L), solugdes SST e
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padrao (2 pL) foram aplicadas em uma placa de silica-gel CCD-AP 20 x 10 cm F254
(Merck, Alemanha) conforme o capitulo geral <203> da Farmacopeia dos Estados
Unidos (USP, 2017).

Apos a aplicagao, a placa foi automaticamente transportada por esteiras até
o0 médulo Development PRO e desenvolvida com uma solugdo recém-preparada de
acetato de n-butila, metanol, agua e acido férmico (7,5:2:1:1, v/viv/v). Primeiramente,
a placa foi ativada por 10 minutos soprando ar de uma garrafa contendo uma
solugao saturada de MgCl, para dentro da camara. A fase gasosa foi gerada no tubo
condicionador com a fase mével a 25 % de poténcia da bomba e enviada para a
camara de forma controlada para condicionar a placa de 30 a 70 mm de distancia de
desenvolvimento. Em seguida, a placa foi secada na camara e visualizada sob
comprimento de onda UV 254 nm usando um TLC Visualizer 2 da CAMAG.

2.1.4.3 Derivatizagdo pos-cromatografica e visualizagéo

A placa foi aquecida a 100 °C por 90 segundos e depois derivatizada com
1,5 mL do reagente de produtos naturais (Natural Product, NP) (1g de 2-aminoetil
difenilborato dissolvido em 100mL de metanol) sob pressédo reduzida usando o
modulo Derivatization PRO com bico 1 e nivel de pulverizagédo 3. As imagens foram
registradas usando um TLC Visualizer 2 sob comprimento de onda UV 366 nm em
modo de reflexdo e transmissao.

Um modo de detecgédo adicional foi adicionado pulverizando 1,8 mL do
reagente anisaldeido (85 mL de metanol resfriado com gelo misturado lentamente
com 10 mL de acido acético e 5 mL de acido sulfurico). Permitindo que a mistura
esfriar até a temperatura ambiente, 0,5 mL de anisaldeido (p-metoxibenzaldeido) foi
adicionado sob pressao reduzida usando o médulo Derivatization PRO com bico 2 e
nivel de pulverizagéo 2, e entdo a placa foi aquecida a 100 °C por 90 segundos. As

imagens foram registradas sob comprimento de onda UV 366 nm.

2.1.5 Analise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (CLUE-EM/EM)

Dados CLUE-EM para extratos aquosos de espécies de Kalanchoe foram
adquiridos usando um Waters® |-Class UPLC acoplado a um Espectrometro de

Massas do tipo Quadrupolo Tempo de Voo (Quadrupole Time of Flight, Q-TOF)
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Waters® G2-XS. A separagio cromatografica foi realizada em uma coluna de fase
reversa Acquity UPLC®BEH C,; 1,7 um, 2,1 x 100 mm com 0,1 % de &cido férmico
em agua (v/v) (A) e 0,01 % de acido formico em acetonitrila (B) como fase movel
binaria. Todas as amostras foram analisadas usando um programa de eluigdo em
gradiente, comegando com 15% de B e aumentando para 30% de B ao longo de 4
minutos, mantendo por 3 minutos, aumentando ainda mais para 100% de B até 8,2
minutos e, em seguida, reequilibrando as condi¢des iniciais até 10 minutos. A taxa
de fluxo foi definida em 0,45 mL/min. O volume de injecao da amostra foi de 3 yL e a
temperatura da coluna foi mantida a 30 °C. O espectrdmetro de massas estava
equipado com uma fonte ESI e operado em modos de ions positivos e negativos. A
faixa de massa de varredura foi de 50—1800. A faixa de energia de colisdo MSE foi
ajustada entre 35-45 V e a tensdao do cone foi mantida em 40 V. Amostras em
triplicata foram preparadas de cada extrato de planta e os frascos foram
randomizados antes da amostragem. Informac¢des de corregcdo de massa foram
adquiridas para cada amostra com infusdo continua de uma solugéo de 0,2 ng/mL
de leucina encefalina a uma taxa de fluxo de 10 pL/min, gerando um ion de
referéncia para o modo de ion positivo ([M+H]" = 556,2771) e modo de ion negativo
([M-H] = 554,2615) para garantir a precisao durante a andlise de espectrometria de

massas. A corregao de massa foi aplicada apds a aquisicao no software Progenesis.

2.1.6 Processamento e Analise de Dados

Os dados CLUE-EM foram gerados usando o MassLynxTM (versédo 4.2). Os
dados brutos foram entdo importados para o software Progenesis QI (versao 3.0.3),
onde os espectros foram alinhados. O conjunto de caracteristicas de massa
resultante foi entao filtrado pela remog¢ao de caracteristicas com abundancia maxima
nas amostras de controle experimental. Caracteristicas também foram excluidas se
tivessem tempo de retencéo cromatografica menor que 0,75 minutos ou maior que 6
minutos, e se tivessem uma abundancia maxima de ions menor que 1000.
Finalmente, caracteristicas foram removidas se seu valor de p por Anova fosse
maior que 0,05. Todos os dados foram normalizados para a intensidade total de ions
por cromatograma, e a Analise de Componentes Principais (Principal Component

Analysis, PCA) foi realizada.
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2.2RESULTADOS E DISCUSSAO
2.2.1 Analise Farmacobotanica

Todas as folhas das cinco espécies de Kalanchoe analisadas neste estudo
sédo suculentas, glabras, lisas e exibem filotaxia oposta-cruzada (Figura 7a). A
floracdo de todas essas espécies pode ser observada durante a estagao de inverno,
quando o pedunculo principal se alonga verticalmente (Figura 7b,c).

Diferencas chave residem em relacdo ao tamanho, forma, apice, base e
caracteristicas das margens das folhas (Figura 7d, Quadro 7). Particularmente
notaveis sdo as manchas distintas em K. x houghtonii e K. marmorata, e as variadas
formas e tamanhos de folhas dessas espécies, destacando as principais diferencas
entre elas e auxiliando em sua identificacao e classificacao.

A Figura 7 e o Quadro 7 fornecem descricbes detalhadas dos aspectos
morfolégicos das flores e folhas das cinco espécies de Kalanchoe. Nas flores,
caracteristicas importantes para sua diferenciacdo sao destacadas, como o tipo de
inflorescéncia (terminal ou corimbiforme), cor (variando de branco a vermelho),
tamanho (variando de 2 a 10 cm de comprimento) e forma (estrelada ou em forma
de sino).

Aspectos anatoémicos detalhados das cinco espécies de Kalanchoe sao
apresentados na Figura 8. Além disso, o Quadro 8 fornece descricbes detalhadas
das caracteristicas anatébmicas das folhas das espécies de Kalanchoe estudadas.
Cada espécie exibe caracteristicas anatdbmicas unicas em suas folhas (lamina e
peciolo), auxiliando na identificagdo. As diferengas que auxiliam na diferenciagao
das espécies deste estudo residem principalmente nos padrbes das paredes
celulares anticlinais epidérmicas e no formato da nervura central, bem como formato

e arranjo dos feixes vasculares dos peciolos.
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Figura 7 — Aspectos morfoldgicos de cinco espécies de Kalanchoe.
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Fonte: A autora
Notas: Partes aéreas (a); inflorescéncia terminal (b); flores (c); folhas (d). ad: face adaxial; ab: face
abaxial. Barra de escala: 1 cm.



Quadro 7 — Aspectos morfolégicos para diferenciacdo de cinco espécies de Kalanchoe.

90

Corimbiforme

Corimbiforme

Espécie K. crenata | K. daigremontiana K. marmorata K. pinnata K. x houghtonii
Verde brilhante, Verde escuro,
com manchas roxas com manchas
Verde Verde
Cor Verde brilhante em ambas as faces marrom-arroxead
brilhante _ brilhante
predominante na as na face
superficie abaxial abaxial
Tamanho Comprimento 5-10 7-15 5-10 5-10 7-10
Folhas | (€M) Largura 3-6 4-4,5 3.6 3.6 34
Obovada a Obovada a
Forma Oblonga a oval Obovada a oval Lanceolada
oval oval
Apice Obtuso Obtuso Arredondado Obtuso Acuminado
Base Cuneada Assimétrica Atenuada Truncada Atenuada
Margem Crenada Crenada Crenada Crenada Denteada
Terminal Terminal Terminal
Flores | Aspecto da Inflorescéncia | Terminal Terminal

Corimbiforme
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Cor Amarela Rosa a lilas Branca Rosa Vermelho
Comprimento (cm) 3-5 2-3 6-10 2-3 3-5
Formato Estrela Sino Estrela Sino Sino

Fonte: A autora
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Fonte: A autora

Notas: K. crenata (a,fk,p-r,b'), K. daigremontiana (b,g,l,s-u,c'), K. marmorata (c,h,m,d"), K. pinnata
(d,i,n,v-x,e"), K. x houghtonii (e,j,0,y,z,a',f'). Superficie adaxial da folha (a-e); superficie abaxial
da folha (f-j); lamina da folha em corte transversal (a-0); regido distal do peciolo em corte
transversal (p,s,v,y), regido medial do peciolo em corte transversal (q,t,v,z), regido proximal do
peciolo em corte transversal (r,u,x,a'); caule em corte transversal (b'-f'). Azul de astra e
fucsina basica (a-k,m-x,y,z,a'-f'); azul de toluidina (l,y,a'). cx: cértex; ep: epiderme; pi: medula;
sp: parénquima esponjoso; st: estdbmatos; vb: feixe vascular; vc: cilindro vascular. Barra de
escala: 25 ym (a,c,d,f,h-j); 50 ym (b,e,g); 125 pym (y); 250 ym (k-0,z,a'-f'); 500 ym (p-x).
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Quadro 8 — Aspectos anatémicos para diferenciacdo de cinco espécies de Kalanchoe.

Lamina foliar Peciolo
Paredes anticlinais Distal Medial Proximal
] Nervura
de células
o L central
Espécie epidérmicas
Abaxial Adaxial Formato Formato Feixes Formato Feixes Formato Feixes
vasculares vasculare vasculares
S
K. crenata Ondeada | Ondeada | Biconvexo | Biconvexo, | 1 colateral | Biconvexo, | 1 colateral | Biconvexo, | 1 colateral
2 asas em arco 2 asas em arco 2 asas em arco
laterais aberto laterais aberto laterais aberto
K. Sinuoso | Ondeada | Cbéncavo- | Cbncavo-c 3 Plano-conve | 1 colateral | Plano-con | 1 colateral
daigremontiana convexo onvexo, 2 | colaterais X0, 2 asas em arco vexo, 2 em arco
asas em arco laterais aberto asas aberto
laterais aberto laterais
K. marmorata | Ondeada | Ondeada | Cbéncavo- | Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
convexo
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K. pinnata Sinuoso | Ondeada | Plano-con Circular 1 colateral Circular 1 colateral | Cbéncavo-c | 1 colateral
vexo em arco em arco onvexo em arco

aberto aberto aberto, 2
tracos
dorsais

K. x houghtonii Reto Ondeada | Codncavo- | Levemente | 1 colateral Circular 1 colateral | Concavo-c | 1 colateral
convexo | cbncavo-c | em arco em arco onvexo em arco
onvexo aberto aberto aberto

Fonte: A autora
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Estas caracteristicas morfolégicas detalhadas sao cruciais para a
identificacdo precisa e classificacdo das espécies de Kalanchoe. No presente
estudo, também foram observados propagulos foliares emergindo das estruturas
secas das inflorescéncias terminais apdés o periodo de floracdo. Este é um dos
métodos de propagacdo de K. daigremontiana e K. x houghtonii. Este tipo de
propagacao floral ainda ndo havia sido descrito na literatura.

A caracteristica de K. daigremontiana ser monocarpica e multianual, junto
com inflorescéncias terminais de pequenas flores cor-de-rosa em forma de sino, foi
descrita por Akulova-Barlow (2009). As caracteristicas das folhas lanceoladas e
serrilhadas de K. x houghtonii, junto com inflorescéncias corimbiformes de flores
pendentes, tetrameras ou pentameras, com coloragdo vermelho escuro, também
foram observadas por Herrando-Moraira et al. (2020) para esta espécie. As
caracteristicas da cor das folhas ja foram descritas por Akulova-Barlow (2009),
Majaz et al. (2011) e Bhatti et al. (2012). Outros autores referiram-se a ambas as
espécies como K. daigremontiana, mas forneceram descri¢oes e imagens de K. x
houghtonii, como nos estudos de Liu et al. (2016), Chernetskyy et al. (2018) e
Zawirska-Wojtasiak et al. (2019).

Quando se tem a planta inteira, caracteres morfolégicos podem ser
suficientes para se determinar a autenticidade de uma espécie vegetal. Contudo, em
se tratando de droga vegetal, que €& comercializada na forma rasurada ou
pulverizada, caracteristicas microscopicas (marcadores botanicos) sao altamente
valiosas para o controle da qualidade, pois se mantém constantes mesmo apés o
processamento de secagem das espécies vegetais (Manfron, 2021).

As paredes celulares epidérmicas anticlinais sao delgadas em todas as
espécies (Figura 8). Na literatura, foi encontrado que para K. pinnata, as paredes
celulares epidérmicas anticlinais sdo sinuosas em ambas as superficies; para K.
crenata, as paredes celulares epidérmicas anticlinais sdo retas a ligeiramente
sinuosas na superficie adaxial enquanto aparecem sinuosas na superficie abaxial;
para Kalanchoe pumila Baker, as paredes celulares anticlinais variam de retas a
onduladas, com a epiderme abaxial composta por células menores em comparagao
com as da superficie adaxial (Chernetskyy, Weryszko-Chmielewska, 2008; Moreira

et al., 2012). A forma das paredes celulares epidérmicas anticlinais pode ser
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considerada um bom parametro para diferenciacdo entre as espécies no género
Kalanchoe.

A epiderme das folhas e dos caules € unisseriada com cuticulas delgadas e
lisas; e 0 mesofilo € homogéneo, com parénquima esponjoso (Figura 8). A presenga
de uma cuticula delgada também foi relatada para o caule de K. daigremontiana por
Abdel-Raouf (2012). De acordo com dados da literatura, a epiderme de K. X
houghtonii & unisseriada, e a cuticula € espessa, de lisa a levemente ondulada, com
estriagdes distintas nas células subsidiarias e com depdsitos de cera (Chernetskyy
et al., 2018; Chernetskyy; Weryszko-Chmielewska, 2008).

Adicionalmente, segundo Chernetskyy et al. (2018), trés grandes feixes
estdo presentes nas nervuras centrais das folhas de K. x houghtonii, diferente do
que é encontrado no presente estudo. Seccgdes transversais mostram feixes
vasculares laterais finos rodeando os grandes feixes nas Iaminas das folhas.

Os estdbmatos das cinco espécies sao do tipo anisocitico, presentes em
ambas as superficies das folhas, descrevendo-as como anfiestomaticas (Figura 8).
Essas caracterisitcas sdo comuns em espécies do género Kialanchoe e da familia
Crassulaceae (Chernetskyy; Weryszko-Chmielewska, 2008; Chernetskyy et al.,
2018; Duarte; Zaneti, 2002; Metcalfe; Chalk, 1950; Moreira et al., 2012).

No presente estudo, os caules de todas as espécies mostraram uma forma
circular, com varias camadas de colénquima do tipo angular e um cilindro vascular
continuo (Figura 8). Ndo foram encontrados tricomas nas espécies estudadas.
Tricomas sdo raramente encontrados na familia Crassulaceae (Metcalfe; Chalk,
1950). Abdel-Raouf (2012) estudou 15 espécies do género Kalanchoe, relatando
tricomas em apenas trés espécies, sendo elas: Kalanchoe beharensis Drake,
Kalanchoe tomentosa Baker e Kalanchoe caniflora Adams. Chernetskyy e
Weryszko-Chmielewska (2008) ndo observaram tricomas na superficie da folha de
K. pumila.

Na industria farmacéutica e de fitoterapicos, analises botanicas e
fitoquimicas sdo essenciais para garantir a qualidade e seguranga dos produtos
acabados. A importancia de tais avaliagdes € particularmente enfatizada quando
surgem discrepancias, como € o caso do produto comercial que nao corresponde

aos extratos das espécies de Kalanchoe.
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Dessa forma, a analise farmacobotanica , como ilustrada na Figura 9, revela
adulteragdes nos produtos comerciais quando comparados ao material vegetal
autenticado. No produto comercial de K. daigremontiana (KDCP) sao encontradas:
células epidérmicas com paredes anticlinais espessas e retas, bem como estdbmatos
do tipo paracitico (Figura 9a,c), e tricoma tector simples (Figura 9e,g). Essas
caracteristicas sdo diferentes daquelas encontradas no material autenticado (Figura
8b,g; Quadro 8). Graos de amido também s&o detectados na amostra KDCP (Figura
9i), esses tipos de amido foram previamente detectados em K. draigremontiana
(Andrade et al., 2024).

No produto comercial de K. pinnata da marca 1 (KPCP1) foram encontradas:
células epidérmicas com paredes anticlinais espessas e retas (Figura 9b,d), tricoma
tector simples (Figura 9f) e células pétreas (braquiesclereides) (Figura 9j). Essas
caracteristicas ndo sdo encontradas no material autenticado (Figura 8d,i; Quadro 8).
Além disso, graos de amido poliédricos sdo encontrados na amostra KPCP1 (Figura
9h), é interessante apontar que grdos de amido poliédricos sdao comumente
encontrados nas sementes da espécie Zea mays L. (Poaceae) (SBFGnosia, 2024).

No produto comercial de K. pinnata da marca 2 (KPCP2) foram encontrados:
tricoma tector simples (Figura 9m), células pétreas (braquiesclereides) (Figura 9k,l) e
graos de amido arredondados (Figura 9n). Tricomas tectores e braquiesclereides

nao sao encontrados no material autenticado (Figura 8d,i,n,v-x,e’; Quadro 8).
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Figura 9 — Analise botanica microscopica de produtos comerciais de Kalanchoe.

KDCP KPCP1 KPCP2

E% s\?af ?3‘;1 ." "

\i#

Fonte: A autora

Notas: Produto comercial de Kalanchoe daigremontiana (KDCP), produto comercial de Kalanchoe
pinnata marca 1 (KPCP1) e produto comercial de Kalanchoe pinnata marca 2 (KPCP2). Azul
de Astra e fucsina basica (b,d,e-g,j,k-m); safranina (a,c); solugdo de iodo (h,i,n). nt: tricoma
nao glandular; sc: célula esclereidea; sg: grao de amido; st: estbmatos. Barra de escala: 25
um (b-g,i-m); 50 ym (a,n); 100 um (h).
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Adulterantes foram detectados nas trés amostras comerciais (KDCP, KPCP1
e KPCP2), enfatizando que estas ndo tém como objetivo comercializar um produto
de qualidade, e mais importante, com a espécie botanica correta. Mundialmente, a
quantidade de produtos herbais adulterados varia significativamente entre os
continentes, com a Africa em primeiro lugar (60%), seguida pela América do Sul
(57%), Austrélia (44%), Europa (28%), América do Norte (27%) e Asia (25%). Fica
claro que a baixa qualidade das plantas medicinais e dos medicamentos a base de
plantas, bem como de seus produtos derivados, € um problema global.
Caracteristicas microscépicas sdo muito uteis para a analise de materiais vegetais
secos, cujas caracteristicas ndo sao significativamente alteradas em relagdo ao
material fresco (Manfron, 2021).

Para complementar e determinar a qualidade e autenticidade do produto
comercial, combinar essas observagdes microscopicas com analises fitoquimicas é

essencial.
2.2.2 Analise Quimica

Para além do exame microscopico, a analise quimica pode aprimorar a
caracterizacdo da composicdo dos extratos. Flavonoides e acidos fendlicos,
metabdlitos secundarios prevalentes em plantas, sao utilizados para gerar
impressdes digitais (fingerprints) para identificagdo quimica. A Cromatografia de
Camada Delgada de Alta Performance (CCD-AP) se destaca entre as técnicas por
sua ampla aplicacdo em identificagcdo, para a qual diversos métodos foram
estabelecidos.

Os dados sobre a composigao quimica das espécies de Kalanchoe em
bancos de dados cientificos dos ultimos 40 anos relataram 124 compostos,
principalmente compostos fendlicos, e em sua maioria presentes em K.
daigremontiana e K. pinnata. Os compostos fendlicos sdo considerados importantes
constituintes bioativos, responsaveis pelas propriedades medicinais atribuidas ao
género Kalanchoe. Flavonoides, incluindo derivados glicosilados de quercetina,
patuletina e campeferol, foram identificados e relatados em extratos foliares
aquosos, hidroalcodlicos e alcodlicos de varias espécies de Kalanchoe. Derivados
especificos de quercetina, como quercetina 3-O-ramnopiranosideo (quercitrina) e

quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo (QAR), sé&o
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destacados por suas propriedades bioativas, incluindo antimicrobianas, antivirais,
anti-inflamatérias, antioxidantes e efeitos de cicatrizacéo de feridas (Andrade et al.,
2023; Garcia-Pérez et al., 2020; Nascimento et al., 2023). Portanto, o presente
estudo focou especificamente nos compostos fendlicos.

Recentemente, um método que separa acidos fendlicos, flavonoides nao
glicosilados e flavonoides altamente glicosilados foi relatado usando um sistema
CCD-AP offline (Perera et al., 2021). O método offline tem sido usado com sucesso
para autenticar outras espécies e amostras comerciais (Antunes et al., 2023). No
presente estudo, pela primeira vez, o método foi transferido para um sistema
totalmente automatizado que permite a analise de multiplas amostras com
autonomia durante o processo.

A Figura 10 permite a identificagdo de bandas e pontos visiveis, fornecendo
uma avaliagdo qualitativa dos compostos nos padrbes e amostras comerciais. Sob
luz UV (366 nm), o reagente NP destacou a presenga de compostos fendlicos,
particularmente flavonoides, nas espécies de Kalanchoe. Apdés a aplicagao de
anisaldeido sobre a placa tratada com NP e aquecimento, foi possivel identificar a
presenca de compostos apresentando funcdes aldeidos e cetonas, reforcando que
os compostos presentes nos extratos poderiam estar relacionados a classe dos
flavonoides.

A comparacgao entre as amostras dos cinco extratos de Kalanchoe usando
analise CCD-AP revelou diferencas em seus perfis, indicativas da presenca de
compostos unicos entre as espécies. Também permitiu identificar correspondéncias,
fornecendo insights sobre a autenticidade e qualidade dos produtos comerciais.

As amostras comerciais mostraram diferencas em relagdo as amostras de
extratos de Kalanchoe. Nao foi possivel identificar a presenca de flavonoides nas
amostras comerciais analisadas neste estudo. Consequentemente, a autenticidade e
a origem adequada das espécies de Kalanchoe em amostras comerciais nao
puderam ser validadas, pois ndo coincidiram com os respectivos extratos das

plantas utilizadas como referéncia de comparagdo. Nao ha dados na literatura que

apresentem o perfil cromatografico por CCD-AP para espécies de Kalanchoe.
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Figura 10 — Perfil quimico por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance (CCD-AP) de espécies de Kalanchoe
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Fonte: A autora

Notas: 1: SST; 2: Acido clorogenico, rutina, quercetina; 3: campeferol; 4: extrato aquoso de K. daigremontiana; 5: extrato aquoso de K. x houghtonii; 6: extrato
aquoso de K. pinnata; 7: extrato aquoso de K. marmorata; 8: extrato aquoso de K. crenata; 9: produto comercial de K. daigremontiana; 10: produto comercial
de marca 1 de K. pinnata; 11: produto comercial de marca 2 de K. pinnata.
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Para complementar a primeira analise cromatografica (CCD-AP), foi
realizada uma avaliagdo comparativa usando CLUE-EM/EM (modos de ion positivo
e negativo). A Figura 11 mostra os cromatogramas de picos de base (Base Peak
Chromatogram, BPC) dos extratos das espécies de Kalanchoe. Curiosamente, os
extratos de cada espécie apresentaram dominancia de apenas 1 composto principal
e ndo houve semelhancgas entre o metabdlito principal de cada espécie.

Os cromatogramas resultantes exibiram variagdes significativas entre a
constituicdo quimica das espécies de Kalanchoe, como evidenciado pelos perfis
distintos das substancias. Os achados sao consistentes com a pesquisa conduzida
por Garcia-Perez e colaboradores (2021b), mostrando que as espécies de
Kalanchoe séao ricas em compostos fendlicos bioativos. Em seus estudos, uma
abordagem combinatéria envolvendo metaboldmica nao direcionada de trés
espécies de Kalanchoe (K. daigremontiana, K. delagoensis e K. x houghtonii) e
machine learning foi empregada para investigar os fatores que influenciam a
biossintese de compostos fendlicos. Neste estudo, os resultados indicaram que as
espécies continham uma diversidade de compostos fendlicos, incluindo acidos
fendlicos, antocianinas e subfamilias como catecois, lignanas, estilbenos, flavonas,
flavanonas. Esse resultado ajuda a entender que a biossintese de compostos

fendlicos em Kalanchoe da suporte ao relevante potencial medicinal do género.



Figura 11 — Cromatogramas de extratos de espécies de Kalanchoe
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Notas: ESI modo negativo (A), ESI modo positivo (B). KD: Kalanchoe daigremontiana; KH: Kalanchoe
x houghtonii; KC: Kalanchoe crenata; KM: Kalanchoe marmorata; KP: Kalanchoe pinnata.

Um total de 14 compostos principais (6 de K. daigremontiana, 4 de K. crenata,

3 de K. marmorata e 1 de K. pinnata) foram sugeridos identificagdo e selecionados

como possiveis marcadores quimicos. O processo de tentativa de identificacédo
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envolveu a analise dos padrées de fragmentagdo combinados com a literatura

disponivel sobre o género Kalanchoe (Tabela 1).

Tabela 1 — Potenciais marcadores quimicos para diferenciacdo de espécies de Kalanchoe

n°®  Tempo de retengdo (min) m/z [M-H]  m/z [M+H]* Espécie

1 0,98 623,1360  625,1526 K. marmorata

2 1,66 609,1445  611,1727 K. crenata

3 2,20 593,1514  595,1681 K. crenata

4 2,66 709,2056 711,2228 K. daigremontiana
5 2,70 609,1596  611,1626 K. marmorata

6 3,19 579,1528 581,1891 K. pinnata

7 3,30 447,1006  449,1178 K. marmorata

8 3,49 635,1646  637,1772 K. crenata

9 3,70 751,2138 753,2341 K. daigremontiana
10 3,87 751,2194 753,2285 K. daigremontiana
11 4,09 619,1673  621,1852 K. crenata

12 4,25 781,2288 783,2523 K. daigremontiana
13 4,44 751,2194 753,2341 K. daigremontiana
14 5,06 823,2378  825,2578 K. daigremontiana

Fonte: A autora

No processo de tentativa de identificacdo dos 14 compostos, torna-se

imperativo alinhar as razées massa/carga (m/z) tanto para [M-H]" quanto para [M+H]*

com compostos reconhecidos tipicamente identificados no género Kalanchoe,

conforme a literatura relacionada. Para os valores de m/z especificos associados as

espécies, as identificacbes propostas sao baseadas em substancias semelhantes

encontradas nas espécies de Kalanchoe e compostos fendlicos bioativos
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relacionados. Os dados de fragmentagdo MSF revelaram a presenca de m/z [M-HJ:
301, m/z [M+H]": 303 para os compostos de 1 a3 e de 5 a 8; e m/z [M-H]-: 285, m/z
[M+H]*: 287 para os compostos 4 e de 9 a 14, sugerindo, respectivamente, o nucleo
de quercetina (Chen et al., 2016) e campeferol (Tsimogiannis et al., 2007).

As substancias observadas nos extratos de K. marmorata e de K. pinnata,
bem como as encontradas no extrato de K. crenata com m/z [M-H]: 609,1445;
593,1514; 635,1646; [M+H]": 611,1727; 595,1681; 637,1772 podem ser
representativas de derivados glicosilados de quercetina descritos em estudo com
extratos aquosos de K. brasiliensis e K. pinnata (de Araujo et al., 2019). A
substancia de m/z [M-HJ: 593,1514; [M+H]": 595,1681 presente no extrato de K.
crenata € sugestiva possivelmente de quercetin-3-O-deoxihexose(1-2) deoxy
hexoside, composto previamente descrito por Nielsen et al. (2005) em flores de
variedades da espécie K. blossfeldiana.

A substancia presente no extrato de K. marmorata com m/z [M-H]:
447,1006; [M+H]": 449,178 potencialmente sugere um flavonol glicosilado,
possivelmente quercetina 7-O-ramnosideo (vincetoxincosideo b) ou quercitrina (Xiao
et al., 2018). A substancia de m/z [M-H]: 609,1596; [M+H]": 611,1626 presente no
extrato de K. marmorata é sugestiva de um flavonol glicosilado, possivelmente
quercetina 3-O-rutinosideo, conhecida como rutina.

Em todas as substancias observadas no extrato de K. daigremontiana e
também a substancia observada em K. crenata com m/z [M-H]: 619,1673; [M+H]":
621,1852, sugere-se a identificacdo de formas de derivados glicosilados de
campeferol. As substancias observadas no extrato de K. daigremontiana também
implicam flavonoides altamente glicosilados ou compostos polifenélicos maiores (de
Araujo et al., 2019; Stefanowicz-Hajduk et al., 2020; Urményi et al., 2016; Beszterda;
Franski, 2021). A fragmentacdo de massas das substéncias observadas para K.
daigremontiana é apresentada na figura 12.

E importante ressaltar que n3o ha relatos na literatura de identificagdo sobre
as massas observadas para a espécie Kalanchoe daigremontiana. No entanto, como
essas massas parecem corresponder as substancias majoritarias da espécie, 0s
fragmentos de massas observados foram interpretados com base na literatura
disponivel para outras espécies de Kalanchoe e/ou outros compostos fendlicos de

plantas. A perda de [M - 42] indica a remog¢ao de um grupo acetato. A perda de [M
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- 146] reflete a perda de uma unidade de desoxi-hexose. A perda de [M - 162]
indica a eliminacdo de uma unidade de hexose. A remocao de [M — 188] esta
associada a um grupo acetil-desoxi-hexose. Por fim, a perda de [M - 279] sugere a
eliminagcdo de uma unidade diglicosil. Essas perdas sao consistentes com estruturas
de flavonoides e compostos glicosilados previamente descritos na literatura
(Beszterda; Franski, 2021; Nielsen et al., 2005; Urményi et al., 2016).

Flavonoides, incluindo derivados de quercetina e campeferol, foram
identificados e relatados em extratos aquosos de folhas de K. daigremontiana e K.
pinnata (Andrade et al., 2023; Garcia-Perez et al., 2020). Esses resultados
adicionam ao entendimento dos compostos fendlicos em espécies de Kalanchoe,
apoiando o relevante potencial medicinal deste género. As tentativas de
identificacbes necessitam de confirmacgdo adicional por meio de comparagdo com

padrdes e analise espectroscopica detalhada.



Figura 12 — Fragmentos de massas das substancias da espécie Kalanchoe daigremontiana.
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A analise de componentes principais (PCA) foi realizada para identificar as
diferencas nos perfis metabdlicos entre as espécies de Kalanchoe e seus
respectivos produtos comerciais. Dados quimicos dos extratos de cinco espécies de
Kalanchoe (K. crenata (KC), K. daigremontiana (KD), K. marmorata (KM), K. pinnata
(KP) e K. x houghtonii (KH)), e produtos comerciais (CP) (KDCP, KPCP1 e KPCP2)
foram analisados e comparados. Na Figura 13, é possivel ver que as amostras séao
exibidas essencialmente em cinco grupos. No meio do grafico, é possivel observar
que as amostras de K. pinnata e K. x houghtonii apresentam perfil quimico
semelhante, mas diferente das outras trés espécies analisadas, mostrando

diferengas quimicas entre as espécies.

Figura 13 — Analise de componentes principais dos extratos aquosos de Kalanchoe por CLUE-EM no
modo ESI negativo.
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Fonte: A autora
Notas: KC: Kalanchoe crenata; KD: Kalanchoe daigremontiana; KH: Kalanchoe x houghtonii; KM:
Kalanchoe marmorata; KP: Kalanchoe pinnata.

Os padrdes distintos de agrupamento observados no grafico PCA indicam
diferencas especificas de cada espécie na composicdo de metabdlitos, o que
contribui significativamente para a compreensao da diversidade quimica das
especies de Kalanchoe. Essa analise fornece informacbes valiosas sobre as
variagdes de metabdlitos entre diferentes espécies, destacando a utilidade potencial
do perfilamento metabdlico como uma ferramenta para identificagao e diferenciagao
de espécies (Antonio et al., 2020; Kiran et al., 2021; Sun et al., 2012).

No entanto, quando os produtos comerciais s&o adicionados a analise, o

perfil PCA muda, conforme mostrado na Figura 14.
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Figura 14 - Analise de componentes principais dos extratos aquosos de Kalanchoe e produtos
comerciais por CLUE-EM no modo ESI negativo.
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Notas: KC: Kalanchoe crenata; KD: Kalanchoe daigremontiana; KH: Kalanchoe x houghtonii; KM:
Kalanchoe marmorata; KP: Kalanchoe pinnata; KDCP: produto commercial de K.
daigremontiana; KPCP1: produto comercial de K. pinnata 1; KPCP2: produto comercial de K.
pinnata 2.

A andlise indicou que o perfil metabdlico de K. daigremontiana é
distintamente diferente das outras espécies bem como das amostras comerciais
rotuladas como possuindo extrato de K. daigremontiana. A analise dos
cromatogramas dos produtos comerciais mostrou uma completa auséncia de
metabdlitos principais presentes nos extratos de Kalanchoe, mesmo quando
testados em uma concentracédo 10 vezes maior (Figura 15).

A analise de produtos comerciais declarados como preparados a partir de K.
daigremontiana e K. pinnata apresentou perfis de metabdlitos marcadamente
diferentes dos respectivos extratos. Existem varias explicagdes possiveis para essa
discrepancia, incluindo diferengas no manejo das plantas, adulteragdes e até mesmo
a troca de espécies (Snoussi et al., 2021).

Os achados descritos para os extratos de Kalanchoe e seus produtos
comerciais confirmam a necessidade de uma caracterizagao abrangente e controle
de qualidade na producao de medicamentos fitoterapicos derivados de espécies de
Kalanchoe. Diferengas na composicdo de produtos naturais podem ser atribuidas a
varios fatores, incluindo praticas agricolas, métodos de extragdo, técnicas de
preparacao e condicbes de armazenamento, que podem contribuir para variagées no
conteudo de compostos entre diferentes lotes, influenciando potencialmente a
atividade fisiologica ou farmacologica dos produtos. Portanto, a implementagcédo de
analise metabolédmica ndo direcionada pode servir como uma ferramenta valiosa

para melhorar a qualidade desses produtos (Mattoli; Gianni; Burico, 2023).
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Figura 15 — Cromatogramas de extratos aquoso de Kalanchoe daigremontiana e Kalanchoe pinnata e
seus respectivos produtos comerciais.

EA-1846a 1. TOFMS E!
1004 251 - 2 £
arvgem wwg'} e s -’
e 8612096
7
I
- :;;‘3_1 “;;:35 |‘ |
KDCP 4735?51 ! ! ‘ 5.13
LIS 142 | 402 1749505 537
mgsns . 35’“ T t ‘ 1749605 ags7e } ‘1719575 et "“9“5 Trasirs mgsw v ” ,Swu‘":\ ”‘ e wgf-re l w7 ?:"5 nigso%m 578
al ] Ukt A » el
]wtﬁ'f\lwww,m M“’lﬂ"“f M\[}MM{ N i) 1M MHW\\" 1 W A b Bkl q,‘. o) \M i /,\r [y W (et i, W
1 M\\ﬁ
L3 - T
080 100 120 140 160 180 = 200 = 220 240 260 = 280 300 320 340 360 380 400 420 | 440 480 460 500 520 540 660 680 600
EA19-1a 1: TOFMS E:
E
100 :JQm‘\ 29
KD - | ‘
|
|
264 |
709.2055

N et e st ke et et e i ) e e ettt — R W st - T

080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 32 340 360 380 400 420 440 460  4B0 500 520 540 560 580 600

EA-1-9-8a 1. TOF MS ES-
W7 piShes 32 1riss0s 4740808 174 1rigeos Vi care
.. 1749805 174 wraams 7o

1740008 m-m . p A% pases 9532 e 17405 17008 7 9605 mm 1749505

174 3605

RSP B AR AN B

KPCP1 .| K W ;

Otreprrrrprrrrre lapadiasa T e e T =T Aot inaadanied s ass st et saats dadan st ey
080 | 100 | 120 ' 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 280 | 300 = 320 ' 340 ' 360 | 380 | 400 420 | 440 | 460 | 460 | 500 | 620 | 540 ' 650 « 580 | 600
EA18Ta 1: TOF MS ES
. 56 557 &Pl
100, 08e 12 387 425 1745805 17496057 560 4 e
5 740805 132 a7 m bsnﬁ mgens 4.74e3
miw RE— 455n5|!49';0" i mms‘ e o ME” sw - mam 1729605 1749505 | 1405
| il 566,174 9605
A Tl il J oAb e e il
i il | Al li J i 'H\ i Rl T T A o kll i l 595
Iy "f‘r‘l{'{wl‘!ﬂ N i fﬂl]"*&ﬁuf \'I\‘ J \h HU\ W Hﬂ?" | In‘ N”\ i’ } I‘IE'}H “* dd 1‘ "" ‘ll'l\ ! il ” “ %M\‘W * 1749605
i | W,
KPCP2 11t
* T
o
080 100 120 140 160 | 180 200 = 220 240 = 260 = 280 300 = 320 = 340 360 = 380 400 420 = 440 460 = 480 500 520 540 = 650 = 580  6.00
EA193a 1 TOF MS ES
L BPI
109 579.1528 47304
KP, .| /
100 / 447 1048 4 26
1749605 _J ¥ 1749805 1749605
e S Ao A A b A .y g

Time
080 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300 320 340 350 380 400 420 440 460  4BO 500 520 540 560 580 600

Fonte: A autora

Notas: KDCP: produto comercial de K. daigremontiana; KD: extrato aquoso de K. daigremontiana;
KPCP1: produto comercial de K. pinnata marca 1; KPCP2: produto comercial de K. pinnata marca 2;
KP: extrato aquoso de K. pinnata.
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CAPITULO 3 - ANALISE INTEGRADA PARA DIFERENCIAGAO PRECISA ENTRE

Kalanchoe daigremontiana E Kalanchoe x houghtonii

A exploracado de plantas medicinais é dificultada pela existéncia de multiplas
espécies que compartilham nomes comuns ou caracteristicas morfolégicas, levando
a confusdes e potenciais erros perigosos durante a pesquisa preliminar (Akentieva et
al., 2021; Chandana; Morlock, 2021).

Um exemplo claro dessa confusdo é encontrado no género Kalanchoe,
renomado por suas aplicacdes terapéuticas em diferentes culturas. Espécies como
K. daigremontiana e K. x houghtonii sdo conhecidas como "folha-milagrosa" por suas
pronunciadas propriedades curativas (Akulova-Barlow, 2009; Bhavsar et al., 2018;
Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016; Kolodziejczyk-Czepas et al., 2017;
Kolodziejczyk-Czepas et al., 2018; Molina et al., 2019; Stefanowicz-Hajduk et al.,
2020; Zawirska-Wojtasiak et al., 2019). No entanto, seus nomes vernaculos
compartilhados e semelhangas morfolégicas frequentemente resultam em sua
identificacdo e uso equivocados, levantando preocupagdes sobre a eficacia e
seguranga do tratamento.

Com sua ampla distribuicdo e propriedades medicinais reconhecidas, K.
daigremontiana tem sido foco de extensa pesquisa. Estudos documentaram suas
atividades antioxidante, citotdxica, antimicrobiana, anti-inflamatdria e antiviral, além
de seus efeitos inibitérios sobre as enzimas trombina e plasmina
(Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016; Kolodziejczyk-Czepas et al, 2017;
Kolodziejczyk-Czepas et al., 2018; Molina et al., 2019; Quintero et al., 2021;
Stefanowicz-Hajduk et al., 2020; Urményi et al., 2016).

Por outro lado, K. x houghtonii, uma espécie artificial da hibridizagdo de K.
daigremontiana e K. delagoensis, tem sido menos estudada. Inicialmente nao
reconhecida e erroneamente nomeada devido a sua semelhancga proxima com suas
espécies parentais, esse hibrido foi oficialmente descrito apenas em 2006
(Herrando-Moraira et al., 2020). Sua capacidade de auto propagacao através de
propagulos de folhas, um trago herdado de K. daigremontiana, levou ao seu nhome
popular "mae-de-milhares". Infelizmente, essa semelhanga também alimentou a
intercambialidade e confusdo entre essas espécies no uso medicinal, destacado
pelo relato errbneo em varios estudos (Chernetskyy et al., 2018; Quintero et al.,
2021).
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Dado esse cenario de confusdo e o significativo potencial medicinal dessas
espécies, o presente estudo busca elucidar as distingdes histoquimicas, quimicas e
biologicas entre K. daigremontiana e K. x houghtonii. Ao avaliar suas estruturas
histoquimicas, identificar os principais constituintes quimicos e analisar os efeitos
biolégicos de seus metabdlitos secundarios, este estudo visa fornecer uma base
cientifica para a localizagao e identificagdo dos metabdlitos nos tecidos vegetais,
além de suas atividades biologicas, aumentando a seguranga e eficacia de seu uso

medicinal.
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3.1 MATERIAL E METODOS
3.1.1 Material Vegetal

Os materiais vegetais foram coletados durante o inverno, no periodo de
floracdo, para garantir um perfil fitoquimico estavel. A coleta ocorreu em Ponta
Grossa, Parana, Brasil (25°5'38"S 50°12'34"W) em 2021. As espécies foram
identificadas pelo Dr. Gustavo Heiden da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) e pelo Dr. Vijayasankar Raman, botanico e taxonomista
nacional na equipe de Servigos de Identificagdo Nacional na diviséo
APHIS-PPQ-PEIP (USDA), foram registradas e depositadas pela Dra. Rosangela
Capuano Tardivo no Herbario da Universidade Estadual de Ponta Grossa (HUPG)
como Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H.Perrier e Kalanchoe x
houghtonii D.B.Ward, com os numeros de registro 22778 e 22808, respectivamente.

O acesso aos materiais botanicos foi documentado no Sistema Nacional de
Gestéo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN)
sob o registro AFDD6B4. Os extratos foram preparados triturando folhas frescas e
extraindo-as com agua destilada (1:10, p/v) a temperatura ambiente em um
liquidificador de alta velocidade por 5 minutos, um método projetado para se
assemelhar as praticas tradicionais. Para preservar a integridade dos extratos, estes
foram filtrados, liofilizados e armazenados sob refrigeragcado a 5 °C até a realizagao

dos experimentos.
3.1.2 Avaliagao Histoquimica

As folhas e caules de K. daigremontiana e K. x houghtonii foram fixadas por 5
dias em uma solugcéo de formalina: acido acético: alcool 70% (FAA 5:5:90, v/v/v)
(Johansen, 1940). Posteriormente, foram lavadas com agua purificada e
armazenadas em etanol 70% (v/v) (Berlyn; Miksche, 1976).

Anadlises histoquimicas foram realizadas em se¢des transversais do material
armazenado. As principais classes de metabdlitos secundarios de Kalanchoe foram
investigadas usando os seguintes reagentes: floroglucinol/HCl para identificar
elementos lignificados (Oliveira; Akisue; Akisue, 2014), Sudan Il para observar a

presenca de substancias lipofilicas (Pearse, 1972), cloreto férrico 2% (v/v)
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(Johansen, 1940) e dicromato de potassio 10% (v/v) para detectar compostos
fendlicos (Gabe, 1968), azul de metileno 1% (v/v) para evidenciar mucilagens
(Oliveira; Akisue; Akisue, 2014) e iodo 1% (v/v) para identificar a presenga de amido
(Johansen, 1940). As laminas foram imediatamente fotografadas e analisadas sob
um microscopio optico acoplado com uma camera fotografica (modelo Olympus
CX31 com unidade de controle C 7070) para uma descricdo detalhada das

caracteristicas.
3.1.3 Analise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance

Extratos secos de K. daigremontiana e K. x houghtonii foram solubilizados em
uma concentragdo de 10 mg/mL em agua. Solugbes padrao de quercetina, acido
clorogénico e campeferol foram preparadas a 0,2 mg/mL, enquanto a rutina foi
preparada a 0,4 mg/mL. Para o Teste de Adequacao do Sistema (System Suitability
Test, SST), solugbes padréo foram preparadas a 0,5 mg/mL para guanosina e 1,0
mg/mL para timidina e 9-hidroxi fluoreno. Foram aplicados 2 yL do SST e dos
padroes e 10 yL das amostras em uma placa de silica gel de 20 x 10 cm
(comprimento x altura) (Merck) usando um amostrador automatico (Automatic TLC
Sampler 4, CAMAG) com os parametros descritos no capitulo <203> da
Farmacopeia Americana (USP, 2017). O solvente de desenvolvimento utilizado foi
composto por acetato de n-butila, metanol, agua e acido formico (7,5:2:1:1, v/viviv)
(PERERA et al., 2021) e a placa foi desenvolvida usando uma camara de

desenvolvimento automatica (Automatic developing chamber 2, CAMAG).

3.1.3.1  CCD-AP-Compostos Fendlicos

Para a deteccdo do conteudo fendlico, a placa foi imersa no reagente de
Folin-Ciocalteau, diluido 1:10 (viv) em metanol, usando o dispositivo de imers&o
(CAMAG® Immersion Device, CAMAG), sob condi¢des de tempo 0 e velocidade 5. A
placa foi deixada em temperatura ambiente por 30 minutos e, em seguida, imagens
sob luz branca de transmissdo usando um visualizador de placas (TLC Visualizer 2,
CAMAG) foram registradas.
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3.1.3.2 CCD-AP-DPPH

Para testar a atividade antioxidante por CCD-AP utilizando DPPH", 3 mL de
solugao de DPPH 0,05% em metanol foram pulverizados na placa usando um
Derivatizador (Derivatizer, CAMAG) com um bico azul ajustado para o nivel de
pulverizagdo 3. Apos a derivatizagdo, a placa foi mantida no escuro por 30 minutos
e, em seguida, imagens sob luz branca de transmissao usando um visualizador de

placas (TLC Visualizer 2, CAMAG) foram registradas.

3.1.3.3 CCD-AP-ABTS™

Para o ensaio antioxidante por CCD-AP utilizando ABTS™, 3 mL de solugao
de ABTS 0,04% em &gua e posteriormente diluido 1:1 em metanol foram
pulverizados na placa com o Derivatizador (Derivatizer, CAMAG) usando um bico
amarelo ajustado para o nivel de pulverizagdo 3. Apds 30 minutos, as imagens sob
luz branca de transmissdo foram capturadas com o visualizador de placas (TLC
Visualizer 2, CAMAG).

3.1.4 Analises In Vitro
3.1.4.1 Conteudo Total de Fendlicos

Para a quantificacdo in vitro (Swain; Hills, 1959), os extratos foram
preparados em uma concentragado de 1 mg/mL. Para cada ensaio, 0,5 mL do extrato
foi misturado com 6,5 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu.
Apods 30 segundos, foram adicionados 2,5 mL de carbonato de sédio a 10,6% e a
mistura foi incubada a 50 °C por 5 minutos. A absorbancia foi medida a 715 nm.
Uma curva de calibracdo de acido galico (50 a 1000 ug/mL) foi usada para
quantificagdo. Os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de
acido galico por grama de extrato. Todos os procedimentos foram realizados em

triplicata.



116

3.1.4.2 Reducéo do radical DPPH

Para o ensaio in vitro, a capacidade antioxidante foi avaliada usando o
método DPPHe (Soares et al., 1997). Foram adicionados 300 pyL de extratos de
amostra em concentragbes variadas (40 a 400 pg/mL) e 300 uL de solugédo de
DPPH’, misturando os tubos de ensaio e incubados por 15 minutos no escuro.
Posteriormente, 200 uL de cada mistura reacional foram transferidos para uma placa
de 96 pogos, e a absorbancia foi medida a 517 nm usando um espectrofotdmetro
UV-Vis. Cada amostra foi analisada em ftriplicata, com quercetina como padrao de

referéncia.
3.1.4.3 Reducéo do radical ABTS™*

O radical catiénico ABTS™ foi produzido misturando 5 mL de solugéo estoque
de ABTS™ com 88 uL de persulfato de potassio, permitindo que a mistura repouse
no escuro a uma temperatura refrigerada por 12 horas (Pellegrini et al., 1999). A
solugdo foi entdo diluida com solugdo tampao fosfato (PBS, 10 mM) até a
absorbancia apropriada.

No ensaio in vitro, 300 pL dos extratos de K. daigremontiana e K. x houghtonii
(nas concentragbes de 40 a 400 ug/mL) e 300 pL da solugdo ABTS™ foram
combinados em cada tubo. Apdés 30 minutos de incubagdo no escuro, 200 pL de
cada mistura foram transferidos para uma placa de 96 pocos para leitura de
absorbancia a 734 nm usando um espectrofotometro UV-Vis. As amostras foram

testadas em triplicata, usando quercetina como padrao de referéncia.

3.1.5 Analise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (CLUE-EM/EM)

Os extratos (100 pg/mL) de K. daigremontiana e K. x houghtonii foram
analisados usando um sistema UPLC Waters® |-Class acoplado a um espectrometro
de massas Waters® G2-XS Q-TOF. A separagdo cromatografica foi realizada em
uma coluna de fase reversa Acquity UPLC® BEH C,; (1,7 um, 2,1 x 100 mm), com
0,1% de acido formico em agua (v/v) (A) e 0,1% de acido formico em acetonitrila (B)
como fase movel binaria. O programa de eluigdo por gradiente comegou com 15%

de B, aumentando para 30% B ao longo de 4 minutos, em seguida, para 100% B até
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8,2 minutos, seguido de um retorno as condigdes iniciais em 0,1 minuto e
condicionado por 2 minutos antes da proxima injecdo. A taxa de fluxo foi de 0,45
mL/min, com um volume de inje¢cao de 3 pL e temperatura da coluna a 30 °C.

O espectrébmetro de massas operou nos modos de ion positivo e negativo,
abrangendo uma faixa de m/z 50-1800, com energia de colisdo para a fungdo MSF
variando entre 35-45 V. Amostras em ftriplicata foram preparadas de cada extrato e
os frascos foram randomizados antes da amostragem. A amostra de controle de
qualidade foi preparada misturando 20 pL de cada amostra. Informacbes de
correcao de massa foram adquiridas para cada amostra com uma infusédo continua
de uma solugdo de 0,2 ng/mL de leucina encefalina a uma taxa de fluxo de 10
ML/min, gerando um ion de referéncia para o modo de ion positivo ([M+H]"
556,2771) e modo de ion negativo ([M-H]: 554,2615) para garantir a precisao
durante a analise. A correcdo de massa foi aplicada apds a aquisicao no software

Progenesis.
3.1.6 Processamento de Dados e Analise Estatistica

Os dados obtidos nos testes in vitro foram analisados usando o software
GraphPad Prism® (versdo 5.0) e expressos como média * desvio padrdo. Para
determinar o Cls,, este foi calculado a partir de uma curva de regressao nao linear,
onde o eixo X consistia em concentragdes em escala logaritmica e o eixo Y nas
porcentagens médias de inibicdo de radicais antioxidantes, seguindo o tutorial
fornecido pelo software GraphPad®.

Os dados de cromatografia liquida foram processados com o software
MassLynxTM (versédo 4.2) e posteriormente analisados usando o software
Progenesis QI (versdo 3.0.3), focando em caracteristicas com um valor p > 0,05,
abundancia maxima > 1000 e tempo de retengdo entre 0,75 e 6,0 minutos. A
normalizacdo dos dados foi feita em relacdo a intensidade total de ions por
cromatograma, com Analise de Componentes Principais (Principal Component

Analysis, PCA) realizada para elucidar padrdes e diferencas entre as amostras.
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3.2RESULTADOS E DISCUSSAO
3.2.1 Avaliacao Histoquimica

A cuticula das folhas de K. daigremontiana e K. x houghtonii reagiu
positivamente para compostos lipofilicos (Figura 16a,c) por meio do Sudan lIl,
mostrando cuticulas lisas e delgadas para ambas as espécies. A hipoderme das
folnas de ambas as espécies reagiu com Sudan Il (Figura 16a,c), cloreto férrico
(Figura 16m,0), dicromato de potassio e azul de metileno (Figura 16e,g), indicando a
presenca de compostos lipofilicos, fendlicos e mucilaginosos, respectivamente. Para
K. daigremontiana, essas reagdes ocorrem na primeira camada abaixo da epiderme
(Figura 16a,e,m), enquanto para K. x houghtonii, essas reagdes ocorrem na segunda
camada abaixo da epiderme (Figura 16c¢,g,0).

A presenca de lignina € observada nos elementos de vaso do xilema das
folhas de ambas as espécies estudadas (Figura 16j,1). No sistema vascular, reagdes
positivas para compostos fendlicos foram observadas no floema e nas células
parenquimatosas do xilema nas folhas de K. daigremontiana (Figura 16b,n). Por
outro lado, para as folhas de K. x houghtonii, houve uma reagao positiva para
compostos fendlicos (Figura 16p) e lipofilicos (Figura 16d) apenas nas células
parenquimatosas do xilema.

Graos de amido armazenados nas células foram encontrados no mesofilo e
no parénquima fundamental de K. daigremontiana (Figura 16q,r). Isso também foi
observado para K. x houghtonii, mas a reacdo mostrou uma quantidade muito mais
significativa de amido por célula (Figura 16s,t). ldioblastos reagiram a pesquisa de
compostos fendlicos (Figura 16m-p), compostos lipofilicos (Figura 16b-d) e
compostos mucilaginosos (Figura 16f,h,i,k) sdo observados na regido do mesofilo,

parénquima fundamental e proximo aos feixes vasculares em ambas as espécies.
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Figura 16 — Aspectos histoquimicos de folhas de K. daigremontiana e K. x houghtonii.

Ac ct»

Fonte: A autora

Notas: a, b, e, f, i, j, m, n, q, r: K. daigremontiana; c, d, g, h, k, |, o, p, s, t: K. x houghtonii
a-d: Sudan lll; e-h, i, k: azul de metileno; j, I: floroglucinol/HCI; m, o, p: cloreto férrico; n: dicromato de
potassio; g-t: solugdo de iodo. ct: cuticula; ep: epiderme; hy: hipoderme; Ic: compostos lipofilicos; mu:
mucilagem; pc: compostos fendlicos; ph: floema; sg: grédos de amido; sp: parénquima esponjoso; vb:
feixe vascular; xy: xilema. Barra de escala: 25 ym (r, t); 50 ym (a, e, g, i, k, m); 100 um (b, c, d, f, h, j,

l,n,o,p,Qq,s).
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No que diz respeito as caracteristicas dos peciolos, a cuticula de K.
daigremontiana e K. x houghtonii é lisa e delgada (Figura 17a,c). Compostos
lipofilicos (Figura 17a,b), mucilaginosos (Figura 17e,f) e fendlicos (Figura 17m,n,q,r)
também sdo observados no peciolo. Estes estdo presentes no parénquima
fundamental, proximo aos feixes vasculares, no floema e nas células
parenquimatosas do xilema.

Por outro lado, no peciolo de K. x houghtonii, apenas reagdes positivas para
compostos fendlicos sao vistas (Figura 170,p,s,t). Elementos vasculares no xilema
estdo presentes em ambas as espécies (Figura 17i,k). Grdos de amido estdo
localizados ao redor dos feixes vasculares e estdo dispersos no parénquima
fundamental dos peciolos de ambas as espécies (Figura 17j,1).

Os caules de K. daigremontiana e K. x houghtonii possuem cuticula lisa e
delgadas (Figura 18a,c,d). Na hipoderme, cortex e medula do caule s&o observados
idioblastos que reagem a presenga de compostos lipofilicos (Figura 18a,b),
compostos mucilaginosos (Figura 18e,f) e fendlicos (Figura 18m,n,q,r) em K.
daigremontiana.

Para K. x houghtonii, os idioblastos sdo encontrados em menores
quantidades no cértex e na medula e reagem apenas a presenga de compostos
fendlicos (Figura 180,p,s). Graos de amido sdo encontrados no cértex e na medula
de K. daigremontiana (Figura 18i,j) e K. x houghtonii (Figura 18k,l). No entanto, K. x
houghtonii exibe uma maior quantidade de amido nas células (Figura 18k,l).

A aplicacao de testes histoquimicos tem sido fundamental para localizar os
constituintes quimicos em elementos e estruturas botanicas de espécies vegetais,
destacando a presenca de compostos lipofilicos, fendlicos, mucilaginosos e outras
caracteristicas-chave usando varios reagentes especificos (Manfron, 2021).

Nos testes histoquimicos, o Sudan Ill é um reagente que reage com
compostos lipidicos, corando de vermelho ou vermelho-alaranjado; os compostos
fendlicos sao visualizados pela solucdo de cloreto férrico, que produz uma cor
marrom escuro ou preto, ou pela solugao de dicromato de potassio, que adquire uma
cor marrom ou marrom-avermelhada; e o azul de metileno é um reagente que revela

células contendo mucilagem em azul (Almeida et al., 2023).
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As reagdes positivas observadas para K. daigremontiana e K. x houghtonii
ressoam com observagbes da literatura (Abdel-Raouf, 2012), sugerindo uma

ocorréncia generalizada desses compostos dentro do género.
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Figura 17 — Aspectos histoquimicos de

peciolos de K. daigremontiana e K. x houghtonii.
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Fonte: A autora

Notas: a, b, e, f, i, j, m, n, q, r: K. daigremontiana; c, d, g, h, k, |, 0, p, s, t: K. x houghtonii; a-d: Sudan
lll; e-h: azul de metileno; i, k: floroglucinol/HCI; j, I: solugéo de iodo; o, r-t: cloreto férrico; m, n,
p, q: dicromato de potassio. ct: cuticula; ep: epiderme; gp: parénquima fundamental; hy:
hipoderme; Ic: compostos lipofilicos; mu: mucilagem; pc: compostos fendlicos; ph: floema; sg:
grdos de amido; vb: feixe vascular; xy: xilema. Barra de escala: 25 ym (1, r); 50 uym (c, e, g, i,
0); 100 um (a, b, f, h, j, k, m, n, p, q, s, t); 250 pm (d).
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Fonte: A autora

Notas: a, b, e, f, i, j, m, n, q, r: K. daigremontiana; c, d, g, h, k, |, 0, p, s, t: K. x houghtonii; a-d: Sudan
lll; e-h: azul de metileno; i-I: solugdo de iodo; m-p: dicromato de potassio; g-t: cloreto férrico.
cx: cortex; ep: epiderme; pc: compostos fendlicos; Ic: compostos lipofilicos; mu: mucilagem;
ph: floema; pi: medula; sg: grédos de amido; vb: feixe vascular; xy: xilema. Barra de escala: 25
um (b, f, h, I, n, p, r); 100 um (d, g, j, k, 0, t); 250 uym (a, ¢, e, i, m, q, S).
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3.2.2 Analises Quimicas e Potencial Antioxidante
3.2.21  Analise por CCD-AP e CLUE-EM/EM

Os extratos de ambas as espécies foram analisados para destacar os
compostos polifendlicos e a capacidade de eliminagédo de radicais (Figura 19). Além
disso, os perfis quimicos dos extratos das duas espécies foram caracterizados por
CLUE-EM e tentativamente identificados como derivados de campeferol glicosilados,

com base nos dados de fragmentacao EM (Figura 20, Tabela 2).

Figura 19 — CCD-AP fingerprint de extratos de K. daigremontiana e K. x houghtonii

A B c

09 09 03
0.8 08 08
07 07 ik
0.6 06 06
05 05 05
04 04 04

03 03 03

—
-_—
02 02 02

01 01 01

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Fonte: A autora

Notas: pés-derivatizagdo com Folin-Ciocalteu (A), pés-derivatizagdo com ABTS (B), pés-derivatizagcao
com DPPH (C). Imagens sob luz branca e transmissdo. (1) SST; (2) Rutina, Acido
Clorogénico, Quercetina com Rf crescente; (3) Campeferol; (4) K. x houghtonii; (5) K.
daigremontiana.

A adocdo da Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance
(CCD-AP) para analise qualitativa marca uma abordagem excelente na investigagao
fitoquimica de extratos de Kalanchoe, oferecendo um fingerprint visual unico e
facilitando a comparacdo de -constituintes fendlicos entre as espécies. Essa
metodologia destaca uma lacuna na literatura quanto ao perfil abrangente de
metabdlitos secundarios em espécies de Kalanchoe, indicando uma area de futuras

pesquisas.
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Figura 20 — Cromatogramas de K. daigremontiana e K. x houghtonii.

EA1TS . 2.57 3.07 1 TOF MS ES-
BPI
00 709.1991 563.1405 1168
3.34
751.2075
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LS 7512075, |
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579.1354  3:00
2.14 593.1489
4491069
MWN\J/\NWWWWL WWWM%W%WW
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0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
2.00 210 2.20 230 240 250 2.60 270 2.80 290 3.00 310 320 3.30 3.40 3.50 3.60 3 3.80 3.90 4.00

Fonte: A autora
Notas: K. daigremontiana (verde); K. x houghtonii (roxo).
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Tabela 2 — Marcadores quimicos potenciais para diferenciagdo dos extratos aquosos de Kalanchoe
daigremontiana e Kalanchoe x houghtonii

Espécie Tempo de m/z
retencao (min)
[M-H] MS [-] MS/MS

K. daigremontiana 2,57 709,2056 563,1481/431,0993/285,0423
K. daigremontiana 3,04 751,2075 563,1481/473,1107/285,0423
K. daigremontiana 3,34 751,2075 563,1404/473,1024/285,0362

K. x houghtonii 2,83 579,1354 378,9161/285,0397

K. x houghtonii 3,00 593,1489 520,9094/378,9161/285,0397

K. x houghtonii 3,07 563,1405 285,0362

Fonte: A autora

O subsequente perfil quimico através da Cromatografia Liquida de Ultra
Performance acoplada a Espectrometria de Massas (CLUE-EM) forneceu insights
mais profundos sobre a presenca de compostos fendlicos especificos. Durante a
exploracdo de marcadores quimicos para distinguir as duas espécies do género
Kalanchoe, as razbes massa-carga (m/z) para ions [M-H] foram correlacionadas
com compostos tradicionalmente encontrados em Kalanchoe, quando disponiveis,
conforme destacado em pesquisas existentes. Além disso, as identificacbes
propostas para valores especificos de m/z baseiam-se em fitoquimicos comumente
observados nas espécies vegetais, incluindo notaveis compostos fendlicos bioativos.
A analise dos dados de fragmentagdo MSE indicou uma presenca consistente de
m/z: 285 [M-H], em importantes compostos em ambos os extratos, apontando para
um nucleo de campeferol (Kouri et al., 2007).

Exames adicionais dos dados MSE para ambas as espécies sugerem que
esses compostos sao possiveis flavonois glicosilados (Hegazy et al., 2021).
Especificamente para K. daigremontiana, a presenga de derivados de campeferol
glicosilados também esta associada na literatura a flavonoides glicosilados ou a
compostos polifendlicos (Beszterda; Franski, 2021; De Araujo et al., 2019; Molina et
al., 2019; Stefanowicz-Hajduk Et al., 2020).
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Essas identificacbes preliminares requerem uma verificagao adicional por
meio de comparagdes com padrdo e estudos espectroscopicos detalhados. Os
compostos fendlicos sdo reconhecidos como componentes bioativos-chave que
contribuem para os beneficios medicinais do género Kalanchoe. Especificamente,
flavonoides e derivados de campeferol encontrados em extratos aquosos de folhas
de K. daigremontiana ja foram documentados na literatura (Andrade et al., 2023).
Estas descobertas ampliam a compreensao do conteudo fendlico em espécies de
Kalanchoe, destacando o potencial biolégico do género e a importancia de
investigacdes adicionais para a identificagdo definitiva de compostos e compreenséao

de seus efeitos farmacoldgicos.

3.2.2.2 Conteudo Fendlico e Potencial Antioxidante In Vitro

O conteudo fendlico dos extratos foi quantificado e pode ser comparado a
capacidade antioxidante de cada extrato, com base nos resultados apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 — Quantificagao de compostos fendlicos e atividade antioxidante dos extratos de Kalanchoe
daigremontiana e Kalanchoe x houghtonii

Espécies Conteudo Total de Potencial Antioxidante?

Fenolicos (mg/g)’
ABTS (ug/mL) | DPPH (ug/mL)

K. daigremontiana 50,15 193,61 £ 7,32 > 1000

K. x houghtonii 107,08 60,47 £ 3,67 136,11 + 24,93

Fonte: A autora
Nota: 'Expresso em acido galico. 2Dados expressos em Cls.

A analise quantitativa usando o meétodo de Folin-Ciocalteu revelou uma
concentracdo mais alta de fendlicos totais em extratos de K. x houghtonii em
comparagao com K. daigremontiana, enfatizando a substancial diversidade fendlica
dentro do género e suas implicagdes para o potencial medicinal (Bogucka-Kocka et
al., 2018; Elansary et al., 2018; Hegazy et al., 2021; Nascimento et al., 2013;
Palumbo et al., 2019; Richwagen et al., 2019). Essa abordagem integrada valida a

presenca de compostos fenodlicos e facilita sua quantificacdo e analise precisa,
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estabelecendo uma base crucial para futuros estudos com o objetivo de elucidar as
caracteristicas fitoquimicas dessas plantas.

Quantidades variaveis de compostos fendlicos foram relatadas em espécies
de Kalanchoe na literatura. Por exemplo, o extrato metandlico e as fragdes do caule
de K. gracilis variaram de 7,44 a 169,21 mg/g (equivalentes de catequina) (Lai et al.,
2011). Além disso, os extratos etandlicos de diferentes partes de K. mortagei e K.
fedtschenkoi variaram de 331 a 1340 mg/g e de 370 a 498 mg/g (equivalente de
acido galico), respectivamente (Richwagen et al., 2019).

Para K. pinnata, o conteudo fendlico total foi de 27,782 + 0,25 pg/mg
(equivalente de acido galico) (Bhandari et al., 2021); assim como o extrato foliar
hidroalcodlico, que apresentou um conteudo de 28,4 + 2 pg/mg (equivalente de
quercetina) (Jaiswal et al., 2014). Para os extratos aquosos (obtidos por diferentes
métodos), as concentragdes variaram de 63,01 a 232,9 uyg/mL (equivalente de acido
galico) (Bhavsar et al., 2018), e para os extratos de benzeno, cloroférmio, acetona e
etanol de folhas e caules, foi observado que as folhas (0,49-1,17% (v/v)) tinham um
teor total de fendlicos significativamente maior do que os caules (0,18-0,62% (v/v))
(Bhatti et al., 2012).

Para o extrato etandlico de K. laetivirens obtido por maceragao, foi obtido um
conteudo de 166,66 + 0,8 mg/g (equivalente de acido galico) (Pinheiro et al., 2020).
Para os extratos de diclorometano, acetato de etila e metanol de K. glaucescens
obtidos por maceragao, os conteudos foram de 0,15 mg/g, 0,30 mg/g e 0,69 mg/g
(equivalente de acido galico), respectivamente (Adam et al., 2018).

A variabilidade significativa no conteudo fendlico entre diferentes estudos
destaca a influéncia das metodologias de extracdo, escolhas de solventes e épocas
de coleta de plantas, destacando a necessidade de procedimentos padronizados na
pesquisa fitoquimica (Bhandari et al., 2021; Bhatti et al., 2012; Bhavsar et al., 2018;
Mishra; Pounikar; Gangwar, 2019; Simdes et al., 2017).

Uma quantidade crescente de pesquisa medicinal tem sido dedicada as
espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species, ROS). Portanto, é sabido
que, para uma funcédo fisioldogica adequada, um equilibrio entre substancias
antioxidantes e radicais livres ou espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (geradas

como subprodutos em processos metabdlicos) € essencial para desempenhar
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papeis importantes na prevencdo de doencas induzidas por espécies reativas
(Chandana; Morlock, 2021; Nascimento et al., 2013).

A eficacia de extratos de plantas e compostos naturais com alta atividade
antioxidante € bem documentada. A maior parte do potencial antioxidante nas
plantas €& atribuida as propriedades redox de compostos fendlicos, que podem
exercer tal atividade por meio de varios mecanismos. Muitas ervas medicinais com
atividades antioxidantes significativas tém sido empregadas como antioxidantes
naturais. No entanto, embora a capacidade de prevenir o estresse oxidativo ou
minimizar seus efeitos prejudiciais seja uma das atividades biologicas mais
frequentemente descritas de substancias derivadas de plantas, as acdes
antioxidantes de extratos de diferentes espécies de Kalanchoe ainda nao foram
completamente descritas (Casanova et al., 2020; Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016;
Nascimento et al., 2013).

Kalanchoe pinnata é a espécie mais estudada no género em relagdo ao seu
potencial antioxidante. As atividades antioxidantes de extratos de folhas e caules de
K. pinnata aumentam de forma dose-dependente. Ao reduzir o radical DPPH", os
extratos de benzeno, etanol, acetato de etila e acetona exibem valores de Clg, de
94-160 pg/mL em folhas e 108-185 ug/mL em caules. Enquanto isso, ao reduzir o
radical NO, os valores de Cls, variam de 60-140 pg/mL em folhas e 102-162 ug/mL
em caules (Bhatti et al., 2012).

As atividades antioxidantes de extratos aquosos obtidos de folhas de K.
pinnata foram analisadas durante o crescimento da planta (Nascimento et al., 2013),
em o6rgaos de ratos normais e hipertensos (Bopda et al., 2014), e em danos
oxidativos renais causados por CCl, em ratos (Anadozie et al., 2018). O extrato
aquoso melhorou o potencial antioxidante em varios 6rgéos (especialmente na
aorta), e essa atividade anti-hipertensiva pode estar associada a um aumento no
potencial antioxidante. Mudangas adversas resultantes da intoxicagao por CCl, em
ratos foram prevenidas pelo pré-tratamento com o extrato aquoso (25 e 50 mg/kg de
peso corporal), sugerindo que este extrato pode proteger os rins contra danos
oxidativos induzidos por CCl,.

O extrato metandlico de K. pinnata obtido por maceragao apresentou uma
média de inibicdo do radical DPPH" variando de 7,18 a 47,18% (concentragbes de

50-1000 pg/mL) (Bopda et al., 2014). Posteriormente, 0 mesmo extrato submetido a
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tripla maceragdo mostrou 69,77% de inibicdo do radical DPPH" (Richwagen et al.,
2019). O extrato etandlico do caule de K. pinnata foi avaliado usando DPPH" e
demonstrou alta atividade antioxidante (Cls,: 37,28 ug/mL) (Bhatti et al., 2012) e,
comparado a outros extratos foliares (aquoso e éter de petréleo), exibiu o maior
efeito inibitorio (49,5 + 5,6% (2000 ug/mL)) (Quintero et al., 2021).

Quatro flavonoides principais obtidos de extratos foliares hidroalcodlicos de
K. pinnata foram avaliados por suas atividades antioxidantes usando ensaios de
DPPH" e ABTS™. Descobriu-se que apenas os derivados de quercetina exibiam
atividade de captura de radicais, sugerindo que 0 quercetina
3-0-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo pode ser indicado como um
marcador especifico para esta espécie (Fernandes et al., 2021; Kenderson; Kagoro,
Adelakun, 2021).

O potencial antioxidante de quatro espécies de Kalanchoe (K. pinnata, K.
daigremontiana, K. nyikae e K. milloti) foi avaliado usando o ensaio de DPPH', e os
valores de Cls, obtidos variaram de 49,9 a 1410 pg/mL, indicando uma ampla
variacao na atividade dos extratos analisados (Nascimento et al., 2013). Além disso,
os extratos de diclorometano, acetato de etila e metanol de K. glaucescens obtidos
por maceragdo mostraram porcentagens meédias de inibicdo do radical DPPH’
variando de 11,38 a 72,95% (Adam et al., 2018).

A capacidade antioxidante de K. daigremontiana também é relatada na
literatura. O extrato metandlico das folhas foi avaliado usando DPPH’, e um valor de
Cls, de 19,2 pg/mL foi obtido, semelhante aos resultados obtidos para a vitamina E
(Elizondo-Luévano et al., 2021). Nao foram encontrados dados na literatura sobre a
atividade antioxidante da espécie K. x houghtonii.

Comparado a outros estudos sobre a atividade antioxidante de plantas
medicinais, pode-se inferir que atividades antioxidantes consideraveis foram
determinadas neste estudo. Embora os métodos usados tenham diferentes
mecanismos de reacdo e possam nao corresponder necessariamente as mesmas
atividades, eles claramente indicaram que as plantas estudadas tém atividade
antioxidante variavel. O presente estudo obteve valores que foram semelhantes e/ou
dentro da faixa esperada considerada satisfatoria por outros autores para o género
Kalanchoe, confirmando que essas espécies sao fontes naturais de agentes

antioxidantes. Além disso, sugere que o potencial antioxidante e a eficacia dessas
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espécies podem ser atribuidos principalmente a compostos polifendlicos (Adam et
al., 2018; Ahmed et al., 2013; Elizondo-Luévano et al., 2021; Fonseca et al., 2018;
Lai et al., 2011; Mayorga et al., 2019).

A exploragéo dos potenciais antioxidantes enfatiza ainda mais o papel critico
dos compostos fendlicos no combate ao estresse oxidativo, com os métodos
empregados neste estudo indicando atividade antioxidante variavel e reafirmando as
espécies como fontes valiosas de antioxidantes naturais (Casanova et al., 2020;
Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016; Oliveira; Akisue; Akisue, 2014).

A literatura discute varios grupos de metabdlitos identificados em plantas,
destacando suas funcbes e importadncia, como os metabdlitos secundarios, que
incluem fendlicos, flavonoides e terpenoides, desempenhando papeis significativos
na defesa das plantas contra patégenos e herbivoros. Esses compostos muitas
vezes sao antioxidantes e podem fornecer protecdo contra raios UV, contribuindo
para a capacidade da planta de lidar com estresses bibticos e abidticos; além disso,
os componentes da parede celular, como lignina e polissacarideos, ajudam a
entender a estrutura e o suporte da planta. A lignina, por exemplo, fornece
resisténcia mecanica e é crucial para a integridade estrutural da planta (Yadav et al.,
2021).

Considerando a natureza intrincada dos metabdlitos secundarios e suas
atividades biologicas observadas em Kalanchoe daigremontiana e Kalanchoe x
houghtonii, futuras pesquisas devem se concentrar em expandir o espectro
fitoquimico e o perfil de bioatividade dessas espécies. Existe uma necessidade
urgente de métodos de extracdo e analise padronizados para facilitar estudos
comparativos e aprimorar nossa compreensao de seus beneficios para a saude.
Explorar a base genética das variagdes fitoquimicas poderia revelar novas vias
biossintéticas para compostos bioativos, oferecendo novas perspectivas na pesquisa
de plantas medicinais. Além disso, ensaios clinicos sdo necessarios para
substanciar as alegagcbes farmacoldgicas dessas espécies, estabelecendo
efetivamente uma ligacéo entre aplicagdes tradicionais e validag&o cientifica.

Frente ao significativo potencial farmacolégico dos extratos de Kalanchoe
daigremontiana e Kalanchoe x houghtonii, recomenda-se fortemente a realizagédo de
estudos adicionais voltados para o desenvolvimento de novos medicamentos

incorporando matrizes vegetais ou substancias isoladas. Isso ndo apenas
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contribuiria para o avango da medicina natural, mas também forneceria uma base
cientifica para o wuso terapéutico dessas espécies conhecidas como

‘mae-de-milhares'.
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CAPITULO 4 - ALEM DE Kalanchoe: COLABORAGOES E CONTRIBUIGOES NO
AMBITO DO DOUTORADO

Na sequéncia, serdao anexados os artigos cientificos resultantes de

pesquisas colaborativas em paralelo durante o periodo do doutorado.

CRUZ, L. S.; KANUNFRE, C. C.; ANDRADE, E. A., OLIVEIRA A. A.; CRUZ, L. S.;
MOSS, M. F; SASSAKI, G. L.; MENEZES, L. R. A.; WANG, M.; KHAN, I. A.;
BELTRAME, F. L. (2020). Enriched Terpenes Fractions of the Latex of Euphorbia
umbellata Promote Apoptosis in Leukemic Cells. Chemistry and Biodiversity, v. 17, n.
9, e2000369.
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CONCLUSOES

A combinacdo de analises realizadas neste estudo demonstrou ser uma
abordagem eficaz para identificar e diferenciar espécies do género Kalanchoe. Essa
estratégia integrada fornece um marco importante ao apresentar a primeira
comparagao abrangente das diferengcas entre estas espécies. Ao combinar as
analises, a pesquisa oferece uma perspectiva abrangente sobre a composigéo e o
potencial biolégico dessas plantas.

A caracterizagdo morfoanatdomica e histoquimica revelou estruturas foliares
e caulinares distintas entre espécies, fornecendo subsidios para sua identificacao
precisa.

A quantificacdo dos compostos fendlicos por métodos analiticos comprovou
uma forte correlagdo com as propriedades antioxidantes observadas nos ensaios in
vitro que utilizando ensaios padrdo como a captura de radicais livres DPPH® e
ABTS**, confirmou a significativa atividade bioativa dos extratos, reforcando o valor
medicinal das espécies do género Kalanchoe.

O perfil quimico elucidado pela CCD-AP, centrado na identificagdo de
compostos fendlicos e qualificacdo do potencial antioxidante, comprovou a
contribuicdo dessas substancias. A caracterizagdao quimica por CLUE-EM/EM
forneceu uma compreensdo mais profunda dos constituintes quimicos e do perfil
metabdlico dos extratos de folhas de Kalanchoe spp., reforcando a importancia de
tais métodos para garantir a qualidade, seguranga e consisténcia dos produtos a
base de plantas.

Assim, este trabalho fornece uma base sdélida para o uso de técnicas
integradas de analise morfoanatdmica e quimica no controle de qualidade e
padronizacao de produtos a base de plantas, promovendo uma compreensdo mais
profunda do potencial terapéutico das espécies de Kalanchoe e seu uso seguro e
eficaz na medicina tradicional e moderna.

Dada a abundancia de compostos bioativos e o potencial terapéutico destas
espécies, recomenda-se a realizagao de estudos adicionais para explorar seu papel
no desenvolvimento de novos medicamentos, ampliando o perfil terapéutico na

medicina natural.



137

REFERENCIAS

ABDEL-RAOQUF, H.S. Anatomical traits of some species of Kalanchoe
(Crassulaceae) and their taxonomic value. Ann Agric Sci, v. 57, n. 1, 2012.

ABEBE, W. An overview of Ethiopian traditional medicinal plants used for cancer
treatment. European J Med Plants, v. 14, n. 4, p. 1-16, 2016.

ADAM, M. et al. In Vitro Antioxidant and Cytotoxic Activities of 18 Plants from the
Erkowit Region, Eastern Sudan. Nat Prod Bioprospecting, v. 8, p. 97-105, 2018.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA). Resolucéo da
Diretoria Colegiada - RDC No. 26, de 13 de maio de 2014. Dispbe sobre o registro
de medicamentos fitoterapicos e produtos tradicionais fitoterapicos. Diario Oficial da
Uniao, 2014.

AGIZE, M.; ASFAW, Z.; NEMOMISSA, S.; GEBRE, T. Ethnobotany of traditional
medicinal plants and associated indigenous knowledge in Dawuro Zone of
Southwestern Ethiopia. J. Ethnobiol. Ethnomedicine, v. 18, p. 48, 2022.

AHMED, M. et al. Pharmacological evaluation of crude methanolic extract of
Kalanchoe pinnata leaves. Environ Toxicol Chem, v. 95, n. 9, p. 1539-1545, 2013.

AHMED, M.N.; HUGHES, K. Role of ethno-phytomedicine knowledge in healthcare of
COVID-19: Advances in traditional phytomedicine perspective. Beni-Suef Univ. J.
Basic. Appl. Sci., v. 11, p. 96, 2022.

AKENTIEVA, N.P. et al. The effect of plant extracts Kalanchoe daigremontiana and
Aloe arborescens on the metabolism of human multiple myeloma cells. Biointerface
Research in Applied Chemistry, v. 11, ed. 5, p. 13171-13186, 2021.

AKULOVA-BARLOW, Z. Kalanchoe. Cactus Succul J, v. 81, p. 268-276, 2009.

AL-KHAYRI, J.M. et al. Genetic and Morphological Diversity Assessment of Five
Kalanchoe Genotypes by SCoT, ISSR and RAPD-PCR Markers. Plants, v. 11, p.
1722, 2022.

ALDALBAHI, A. et al. Greener Synthesis of Zinc Oxide Nanoparticles:
Characterization and Multifaceted Applications. Molecules, v. 25, p. 4198, 2020.

ALMEIDA, A.P. et al. Isolation and chemical analysis of a fatty acid fraction of
Kalanchoe pinnata with a potent lymphocyte suppressive activity. Planta Med., v. 66,
p. 134-137, 2000.

ALMEIDA, V.P. et al. Investigations on the morpho-anatomy and histochemistry of the
European mistletoe: Viscum album L. subsp. album. Sci Rep, v. 13, p. 4604, 2023.

ANADOZIE, S.O. et al. Bryophyllum pinnata inhibits arginase Il activity and prevents
oxidative damage occasioned by carbon tetrachloride (CCl4) in rats. Biomed
Pharmacother, v. 101, p. 8-13, 2018.



138

ANDERSON et al. The characterization of two novel bufadienolides, lanceotoxins A
and B from Kalanchoe lanceolata [Forssk.] Pers. J Chem Soc, Perkin trans., p.
1573-1575, 1984.

ANDRADE, E.A. et al. A review of the popular uses, anatomical, chemical, and
biological aspects of Kalanchoe (Crassulaceae): A genus of plants known as “miracle
leaf’. Molecules, v. 28, p. 5574, 2023.

ANTONIO, A.S. et al. Ocotea complex: A metabolomic analysis of a Lauraceae
genus. Phytochemistry, v. 173, 2020.

ANTUNES, K.A. et al. Comprehensive high-performance thin-layer chromatography
analysis of Monteverdia ilicifolia leaf and its adulterants. Natural Product Research,
2023.

ARIAS-GONZALEZ et al. Cytotoxic effect of Kalanchoe flammea and induction of
intrinsic mitochondrial apoptotic signaling in prostate cancer cells. J
Ethnopharmacol, v. 222, p. 133-147, 2018.

ASIEDU-GYEKYE, I.J. et al. Short-term administration of an aqueous extract of
Kalanchoe integra var. crenata (Andr.) Cuf leaves produces no major organ damage
in Sprague-Dawley rats. Journal of Ethnopharmacology, v. 151, n. 2, 2014.

ASIEDU-GYEKYE, I.J. et al. Comparative study of two Kalanchoe species: Total
flavonoid and phenolic contents and antioxidant properties. African Journal of Pure
and Applied Sciences, 2022.

ATANASOV, A.G. et al. Natural products in drug discovery: advances and
opportunities. Nat Rev Drug Discov, v. 20, p. 200-216, 2021.

AWORTWE, C. et al. In vitro evaluation of reversible and time-dependent inhibitory
effects of Kalanchoe crenata on CYP2C19 and CYP3A4 activities. Drug Metabolism
Letters, v. 9, p. 48-62, 2015.

BACHMANN et al. Potential of Bryophyllum pinnatum as a detrusor relaxant: an in
vitro exploratory study. Planta Medica, v. 83, p. 1274-1280, 2017.

BARBHIUYA, P.A. et al. Ethnomedicinal Practices and Traditional Medicinal Plants of
Barak Valley, Assam: A systematic review. J. Pharmacopunct., v. 25, p. 149-185,
2022.

BARREIRO, E.J.; BOLZANI, V.S. Biodiversidade: fonte potencial para a descoberta
de farmacos. Quimica Nova, Sociedade Brasileira de Quimica, v. 32, n. 3, p.
679-688, 20009.

BERLYN, G.P.; MIKSCHE, J.P. Botanical microtechnique and cytochemistry. Ames:
lowa State University, 1976. 121 p.

BESZTERDA, M.; FRANSKI, R. Electrospray ionisation mass spectrometric
behaviour of flavonoid 5-O-glucosides and their positional isomers detected in the



139

extracts from the bark of Prunus cerasus L. and Prunus avium L. Phytochem Anal,
v. 32, n. 3, p. 433-439, maio 2021.

BHANDARI, R. et al. Evaluation of phytochemical, antioxidant, and
memory-enhancing activity of Garuga pinnata Roxb. Bark and Bryophyllum pinnatum
(Lam) Oken. leaves. Sci World J, 2021.

BHATTI, M. et al. In vitro evaluation and comparison of antioxidant activities of
various extracts of leaves and stems of Kalanchoe pinnata. Int J Green Pharm, v. 6,
n. 4, p. 340-347, 2012.

BHAVSAR, S. et al. A comparative pharmacognostical and phytochemical analysis of
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. leaf extracts. J Pharmacogn Phytochem, v. 7, n. 5,
p. 1519-1527, 2018.

BHAVSAR, S.; CHANDEL, D. Cytotoxic and genotoxic effects of Kalanchoe pinnata
(Lam.) Pers. fresh leaf juice in the cultured human blood lymphocytes. Drug Chem
Toxicol, v. 45, n. 1, p. 360-366, 2019.

BOGALE, M. et al. An ethnomedicinal study in tulo district, west hararghe zone,
oromia region, Ethiopia. Heliyon, v. 9, 15361, 2023.

BOGUCKA-KOCKA, A. et al. Phenolic acid content, antioxidant, and cytotoxic
activities of four Kalanchoe species. Saudi J Biol Sci, v. 25, n. 4, p. 622-630, 2018.

BOPDA, O.S.M. et al. Antihypertensive activities of the aqueous extract of Kalanchoe
pinnata (Crassulaceae) in high salt-loaded rats. J Ethnopharmacol, v. 153, n. 2, p.
400-407, 2014.

BRZEZICKA, E. et al. Leaf micromorphology of Kalanchoé laciniata (Crassulaceae).
Modern Phytomorphology, v. 8, p. 49-52, 2015.

BUGNO, A. et al. Occurrence of toxigenic fungi in herbal drugs. Brazilian Journal of
Microbiology, v. 37, p. 47-51, 2006.

CAMAG. Herbal Drug. Disponivel em:
<https://www.camag.com/applications/application-field/herbals>. Acesso em: junho
de 2023.

CAPON, R.J. et al. Bryotoxins B and C, toxic bufadienolide orthoacetates from the
flowers of Bryophyllum tubiflorum (Crassulaceae). Aust. J. Chem., v. 39, p.
1711-1715, 1986.

CARNEIRO, F.M. et al. Tendéncias dos estudos com plantas medicinais no Brasil.
Revista Sapiéncia: sociedade, saberes e praticas educacionais — UEG/Campus de
Ipora, v. 3, n. 2, p. 44-75, jul./dez. 2014.

CASANOVA, J.M. et al. Differential Distribution of Flavonoids and Phenolic Acids in
Leaves of Kalanchoe delagoensis Ecklon & Zeyher (Crassulaceae). Microsc, v. 26,
n. 5, p. 1061-1068, 2020.



140

CASS, Q.; CASSIANO, N. Cromatografia Liquida. 1 ed. Rio de Janeiro: Elsevier,
2015.

CHANDANA, S.; MORLOCK, G.E. Comprehensive bioanalytical multi-imaging by
planar chromatography in situ combined with biological and biochemical assays
highlights bioactive fatty acids in abelmosk. Talanta, v. 223, parte 1, p. 121701, 2021.

CHEN, G. et al. Analysis of Flavonoids in Rhamnus davurica and its antiproliferative
activities. Molecules, v. 21, p. 1275, 2016.

CHERNETSKYY, M. et al. Structure of leaves and phenolic acids in Kalanchoe
daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier. Acta Sci Pol Hortorum Cultus, v. 17, n.
4, p. 137-155, 2018.

CHERNETSKYY, M.; WERYSZKO-CHMIELEWSKA, E. Structure of Kalanchoé
pumila Bak. leaves (Crassulaceae DC.). Acta Agrobot, v. 61, n. 2, 2008.

CHIBLI, L.A. et al. Anti-inflammatory effects of Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken
ethanol extract in acute and chronic cutaneous inflammation. J. Ethnopharmacol., v.
11, p. 330-338, 2014.

COSTA, A.C.O. et al. Quantification of Chemical Marker of Kalanchoe Brasiliensis
(Crassulaceae) Leaves by HPLC-DAD. Journal of Liquid Chromatograph and
Related Technologies, p. 795-800, 2015.

COSTA, S. et al. Potencial terapéutico das espécies de Kalanchoe: Flavonoides e
outros metabdlitos secundarios. Natural Product Communications, v. 3, p.
2151-2164, 2008.

COSTA, S.S. et al. Kalanchosine dimalate, an anti-inflammatory salt from Kalanchoe
brasiliensis. J. Nat. Prod., v. 69, p. 815-818, 2006.

COSTA, S.S. et al. Patuletin acetylrhamnosides from Kalanchoe brasiliensis as
inhibitors of human lymphocyte proliferative activity. J. Nat. Prod., v. 57, p.
1503-1510, 1994.

COUTINHO, M.A. et al. Flowers from Kalanchoe pinnata are a rich source of T
cell-suppressive flavonoids. Nat. Prod. Commun., v. 7, p. 175-178, 2012.

COUTINHO, M.A.S. et al. Wound healing cream formulated with Kalanchoe pinnata
major flavonoid is as effective as the aqueous leaf extract cream in a rat model of
excisional wound. Nat. Prod. Res., v. 35, n. 24, p. 6034-6039, 2020.

CRUZ, B.P. et al. Chemical and agronomic development of Kalanchoe brasiliensis
Camb. and Kalanchoe pinnata (Lamk.) Pers under light and temperature levels.
Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, v. 83, n. 4, p. 1435-1441, 2011.

CRUZ, B.P. et al. Effects of light intensity on the distribution of anthocyanins in
Kalanchoe brasiliensis Camb. and Kalanchoe pinnata (Lamk.) Pers. Anais da
Academia Brasileira de Ciéncias, v. 84, n. 1, p. 211-217, 2012a.



141

CRUZ, E.A. et al. Kalanchoe pinnata inhibits mast cell activation and prevents
allergic airway disease. Phytomedicine, v. 19, n. 2, p. 115-121, 2012b.

CRUZ, E.A. et al. Immunomodulatory pretreatment with Kalanchoe pinnata extract
and its quercitrin flavonoid effectively protects mice against fatal anaphylactic shock.
Int. Immunopharmacol., v. 8, p. 1616-1621, 2008.

CRYER, M. et al. Isolation and identification of compounds from Kalanchoe pinnata
having human alphaherpesvirus and vaccinia virus antiviral activity. Pharm Biol, v.
55,n. 1, p. 1586-1591, 2017.

de ARAUJO, E.R.D. et al. Gastroprotective and antioxidant activity of Kalanchoe
brasiliensis and Kalanchoe pinnata leaf juices against indomethacin and
ethanol-induced gastric lesions in rats. International Journal of Molecular
Sciences, v. 19, n. 5, p. 1265, 2018.

de ARAUJO, E.R.D. et al. Local anti-inflammatory activity: Topical formulation
containing Kalanchoe brasiliensis and Kalanchoe pinnata leaf aqueous extract.
Biomed Pharmacother, v. 113, p. 108721, 2019.

de ARAUJO, E.R.D. et al. Gastric Ulcer Healing Property of Bryophyllum pinnatum
Leaf Extract in Chronic Model In Vivo and Gastroprotective Activity of Its Major
Flavonoid. Front. Pharmacol., v. 12, p. 744192, 2021.

de ARAUJO, E.R.D. et al. Gel formulated with Bryophyllum pinnatum leaf extract
promotes skin wound healing in vivo by increasing VEGF expression: A novel
potential active ingredient for pharmaceuticals. Front. Pharmacol., v. 13, p.
1104705, 2023.

DO, T.K.T. et al. Development of the first universal mixture for use in system
suitability tests for High-Performance Thin Layer Chromatography. Journal of
Chromatography A, v. 1638, p. 461830, 2021.

DUARTE, M.R.; ZANETI, C.C. Morfoanatomia de folhas de balsamo: Sedum
dendroideum. Revista Lecta, Bragancga Paulista, v. 20, n. 2, p. 153-160, 2002.

EID, O. et al. Crassulaceae (chemistry and pharmacology) - A review. Future
Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 4, n. 2, p. 234-240, 2018.

EL ABDELLAQUI, S. et al. Bioactive molecules in Kalanchoe pinnata leaves:
extraction, purification, and identification. Anal Bioanal Chem, v. 398, p. 1329-1338,
2010.

ELANSARY, H.O. et al. Effective antioxidant, antimicrobial and anticancer activities of
essential oils of horticultural aromatic crops in northern Egypt. BMC Complement
Altern Med, v. 18, p. 214, 2018.

ELIZONDO-LUEVANO, J.H. et al. In Vitro Effect of Kalanchoe daigremontiana and Its
Main Component, Quercetin against Entamoeba histolytica and Trichomonas
vaginalis. Iran J Parasitol, v. 16, n. 3, p. 394-401, 2021.



142

ERENO, D. Da natureza para a farmacia. Rev Pesq Fapesp, v. 110, p. 78-81, 2005.

FERNANDES, J.M. et al. Bryophyllum pinnata markers: CPC isolation, simultaneous
quantification by a validated UPLC-DAD method and biological evaluations. J Pharm
Biomed Anal, n. 193, 2021.

FERNANDES, J.M. et al. Inhibitory effects of hydroethanolic leaf extracts of
Kalanchoe brasiliensis and Kalanchoe pinnata (Crassulaceae) against Local Effects
Induced by Bothrops jararaca Snake Venom. PLoS One, v. 11, ed. 12, p. 1-20, 2016.

FERNANDES, J.M. et al. Kalanchoe laciniata and Bryophyllum pinnatum: an updated
review about ethnopharmacology, phytochemistry, pharmacology and toxicology.
Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 29, n. 4, 2019.

FERREIRA, A.C. et al. Thyroid peroxidase inhibition by Kalanchoe brasiliensis
aqueous extract. Food Chem. Toxicol., v. 38, p. 417-421, 2000.

FERREIRA, R.T. et al. Mechanisms underlying the antinociceptive,
antiedematogenic, and anti-inflammatory activity of the main flavonoid from
Kalanchoe pinnata. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine,
2014.

FLORA DO BRASIL. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. 2020. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/>. Acesso em: jan. 2022.

FONSECA, A.G. et al. In Vivo and In Vitro Toxicity Evaluation of Hydroethanolic
Extract of Kalanchoe brasiliensis (Crassulaceae) Leaves. J Toxicol., 2018.

FOSTER, A.S. Practical plant anatomy. 2. ed. Princeton: D. Van Nostrand, 1949.

FRIMPONG-MANSO et al. Micro and macro element composition of Kalanchoe
integra leaves: an adjuvant treatment for hypertension in Ghana. Int J Hypertens.,
2015.

FUCHS, C. Fuchsin staining with NaOH clearing for lignified elements of whole plants
or plant organs. Stain Technol, v. 38, n. 3, p. 141-144, 1963.

FURER, K. et al. Bryophyllum pinnatum and Related Species Used in
Anthroposophic Medicine: Constituents, Pharmacological Activities, and Clinical
Efficacy. Planta Med, v. 82, p. 930-941, 2016.

FURER, K. et al. Two new flavonol glycosides and a metabolite profile of
Bryophyllum pinnatum, a phytotherapeutic used in obstetrics and gynaecology.
Planta Med, v. 79, n. 16, p. 1565-1571, 2013.

GABE, M. Techniques histologiques. Paris: Masson et Cie, 1968.

GAIND, K.N.; GUPTA, R.L. Phenolic components from the leaves of Kalanchoe
pinnata. Planta Med., v. 23, p. 149-153, 1973.



143

GARCIA-PEREZ, P. et al. From ethnomedicine to plant biotechnology and machine
learning: the valorization of the medicinal plant Bryophyllum sp. Pharmaceuticals, v.
13, n. 444, p. 1-23, 2020.

GARCIA-PEREZ, P. et al. Neurofuzzy logic predicts a fine-tuning metabolic
reprogramming on elicited Bryophyllum PCSCs guided by salicylic acid. Front. Plant
Sci., v. 13, p. 991557, 2022.

GARCIA-PEREZ, P. et al. The Combination of Untargeted Metabolomics and
Machine Learning Predicts the Biosynthesis of Phenolic Compounds in Bryophyllum
Medicinal Plants (Genus Kalanchoe). Plants, v. 10, p. 2430, 2021b.

GARCIA-PEREZ, P. et al. The metabolomics reveals intraspecies variability of
bioactive compounds in elicited suspension cell cultures of three Bryophyllum
species. Industrial Crops and Products, v. 163, p. 113322, 2021a.

GARCIA-SOGO, B. et al. Efficient transformation of Kalanchoe blossfeldiana and
production of male-sterile plants by engineered anther ablation. Plant Cell Rep., v.
29,n.1, p. 61-77, 2009.

GBIF. Crassulaceae. The Global Biodiversity Information Facility. Published on the
Internet. 2023. Available online: https://www.gbif.org/species/2406 (accessed on 15
June 2023).

GBIF. Kalanchoe. The Global Biodiversity Information Facility. Published on the
Internet. 2023. Available online: https://www.gbif.org/species/2985928 (accessed on
15 June 2023).

GBIF - GBIF Occurrence. Download 10.15468/dl.3mhrpz, 2022.

GETACHEW, M. et al. Medicinal plants used for management of hemorrhoids in
Ethiopia: A systematic review. Heliyon, v. 8, e10211, 2022.

GOMES, D.C.O. et al. Effectiveness of the immunomodulatory extract of Kalanchoe
pinnata against murine visceral leishmaniasis. Parasitology, v. 137, n. 4, p. 613-618,
2010.

GOTOH, E. et al. Stomatal response to blue light in crassulacean acid metabolism
plants Kalanchoe pinnata and Kalanchoe daigremontiana. J. Exp. Bot., v. 70, p.
1367-1374, 2019.

GWEHENBERGER, B. et al. Effect of Bryophyllum pinnatum versus fenoterol on
uterine contractility. Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod. Biol., v. 113, p. 164-171,
2004.

HAILE, A.A. et al. A Review on Medicinal Plants Used in the Management of
Respiratory Problems in Ethiopia over a Twenty-Year Period (2000-2021). Evid.
Based Complement. Alternat. Med., v. 2022, p. 2935015, 2022.

HEGAZY, M.M. et al. Biological and chemical evaluation of some African plants
belonging to Kalanchoe species: Antitrypanosomal, cytotoxic, anti-topoisomerase |



144

activities and chemical profiling using ultra-performance liquid chromatography/
quadrupole-time-of-flight mass spectrometer. Pharmacogn Mag, v. 17, p. 6-15,
2021.

HERNANDEZ-CABALLERO, M.E. et al. Potential of Kalanchoe pinnata as a Cancer
Treatment Adjuvant and an Epigenetic Regulator. Molecules, v. 27, p. 6425, 2022.

HERRANDO-MORAIRA, S. et al. Global distribution patterns and niche modelling of
the invasive Kalanchoe x houghtonii (Crassulaceae). Sci Rep, v. 10, n. 1, p. 1-18,
2020.

HERRERA et al. Plantlet recruitment is the key demographic transition in invasion by
Kalanchoe daigremontiana. Population Ecology, v. 54, n. 1, p. 225-237, 2011.

HEWAGAMA, S.P.; HEWAWASAM, R.P. Antiurolithiatic Potential of Three Sri Lankan
Medicinal Plants by the Inhibition of Nucleation, Growth, and Aggregation of Calcium
Oxalate Crystals In Vitro. Sci. World J., v. 2022, p. 8657249, 2022.

HSIEH, Y.J. et al. Kalanchoe tubiflora extract inhibits cell proliferation by affecting the
mitotic apparatus. BMC Complement Altern Med, v. 12, p. 59, 2012.

HSIEH, Y.J. et al. Anticancer activity of Kalanchoe tubiflora extract against human
lung cancer cells in vitro and in vivo. Environ. Toxicol., v. 31, p. 1663-1673, 2015.

HUANG, H.C. et al. Cardenolides and bufadienolide glycosides from Kalanchoe
tubiflora and evaluation of cytotoxicity. Planta Medica, v. 79, n. 14, p. 1362-1369,
2013a.

HUANG, H.C. et al. A new megastigmane from Kalanchoe tubiflora (Harvey) Hamet.
Phytochem. Lett., v. 6, p. 379-382, 2013b.

IBRAHIM, T. et al. Imnmunomodulatory and anti-inflammatory effects of Kalanchoe
brasiliensis. Int. Immunopharmacol., v. 2, p. 875-883, 2002.

JAISWAL, S. et al. Kalanchoe pinnata - a promising source of natural antioxidants.
Eur. J. Med. Plants, v. 4, n. 10, p. 1210-1222, 2014.

JOHANSEN, D.A. Plant microtechnique. New York: McGraw Hill Book, 1940. p.
41-193.

KADAM, S. et al. From Treatise to Test: Evaluating Traditional Remedies for
Anti-Biofilm Potential. Front. Pharmacol., v. 11, 2020.

KAMBOJ, A.; SALUJA, A.K. Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz: phytochemical and
pharmacological profile: A review. Pharmacogn. Rev., v. 3, n. 6, p. 364-375, 20009.

KAMGANG, R. et al. Effect of methanolic fraction of Kalanchoe crenata on metabolic
parameters in adriamycin-induced renal impairment in rats. Indian J. Pharmacol., v.
44, n. 5, p. 566-570, 2012.



145

KENDERSON, C.A.; KAGORO, M.L.; ADELAKUN, E.A. Phytochemical and
Pharmacological Evaluation of Nigerian Kalanchoe pinnata (Lam.) Stem-Bark. J.
Chem. Soc. Nigeria, v. 46, n. 4, p. 0751-0756, 2021.

KIRAN, K.R. et al. Untargeted metabolomics and DNA barcoding for discrimination of
Phyllanthus species. J. Ethnopharmacol., v. 273, p. 113928, 2021.

KOLODZIEJCZYK-CZEPAS, J.; STOCHMAL, A. Bufadienolides of Kalanchoe
species: an overview of chemical structure, biological activity, and prospects for
pharmacological use. Phytochem. Rev., v. 16, p. 1155-1171, 2017.

KOLODZIEJCZYK-CZEPAS, J. et al. Antioxidant efficacy of Kalanchoe
daigremontiana bufadienolide-rich fraction in blood plasma in vitro. Pharm. Biol., v.
54, n. 12, p. 3182-3188, 2016.

KOLODZIEJCZYK-CZEPAS, J. et al. Bufadienolides from Kalanchoe daigremontiana
as thrombin inhibitors - in vitro and in silico study. Int. J. Biol. Macromol., v. 99, p.
141-150, 2017.

KOLODZIEJCZYK-CZEPAS, J. et al. Bufadienolides from Kalanchoe daigremontiana
modulate the enzymatic activity of plasmin - In vitro and in silico analyses. Int. J.
Biol. Macromol., v. 120, p. 1591-1600, 2018

KOURI, G. et al. Extraction and analysis of antioxidant components from Origanum
dictamnus. Innov. Food Sci. Emerg. Technol., v. 8, n. 2, p. 155-162, 2007. ISSN
1466-8564.

KRUK, J. et al. Novel vitamin E forms in leaves of Kalanchoe daigremontiana and
Phaseolus coccineus. J. Plant Physiol., v. 168, p. 2021-2027, 2011.

KUETE, V. et al. Cytotoxicity of the methanol extracts of Elephantopus mollis,
Kalanchoe crenata and 4 other Cameroonian medicinal plants towards human
carcinoma cells. BMC Complement. Altern. Med., v. 17, n. 1, p. 280, 2017.

KUKUIA, K.K. et al. Phytotherapy of experimental depression: Kalanchoe integra var.
crenata (Andr.) Cuf leaf extract. J. Pharm. Bioallied Sci., v. 7, n. 1, p. 26, 2015.

KUO, P.C. et al. Cytotoxic principles and a-pyrone ring-opening derivatives of
bufadienolides from Kalanchoe hybrida. Tetrahedron, v. 64, n. 15, p. 3392-3396,
2008.

LAI, Z.R. et al. Analgesic and anti-inflammatory activities of the methanol extract of
Kalanchoe gracilis (L.) DC stem in mice. Am J Chin Med, v. 38, n. 3, p. 529-546,
2010.

LAI, Z.R. et al. Antioxidant, Anti-Inflammatory, and Antiproliferative Activities of
Kalanchoe gracilis (L.) DC Stem. Am J Chin Med, v. 39, n. 6, p. 1275-1290, 2011.

LAMBRIGGER-STEINER, C. et al. Sleep quality in pregnancy during treatment with
Bryophyllum pinnatum: An observational study. Phytomedicine, v. 21, p. 753-757,
2014.



146

LEAL-COSTA, M.V. et al. Influence of Blue Light on the Leaf Morphoanatomy of In
Vitro Kalanchoe pinnata (Lamarck) Persoon (Crassulaceae). Microsc Microanal, v.
16, p. 576-582, 2010.

LEBEDEVA, A.A. et al. Bactericide, Immunomodulating, and Wound Healing
Properties of Transgenic Kalanchoe pinnata Synergize with Antimicrobial Peptide
Cecropin P1 In Vivo. J Immunol Res, 2017.

LI, C. et al. Rapid characterization of chemical markers for discrimination of Moutan
Cortex and its processed products by direct injection-based mass spectrometry
profiling and metabolomic method. Phytomedicine, v. 45, p. 76-83, 2018.

LIU, C. et al. Key KASOC1 gene expression profiles during plantlet morphogenesis
under hormone, photoperiod, and drought treatments. Genetics and Molecular
Research, v. 15, n. 1, 2016.

LIU, K.C.S. et al. Eupafolin Rhamnosides from Kalanchoe gracilis. J. Nat. Prod., v.
52, n. 5, p. 970-974, 1989.

LORENZI, H.; MATOS, F.J.A. Plantas medicinais no Brasil: nativas exoéticas
cultivadas. 2. ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum de Estudos da Flora, p. 223-223,
2008.

MAHATA, S. et al. Anticancer property of Bryophyllum pinnata (Lam.) Oken. leaf on
human cervical cancer cells. BMC Complement. Altern. Med., v. 12, p. 15, 2012.

MAJAZ, A.Q. et al. Evaluation of Antimicrobial activity of Roots of K. pinnata. Int. J.
Pharmacol. Bio Sci., v. 5, n. 1, p. 93-96, 2011b.

MAJAZ, A.Q. et al. The Miracle Plant (Kalanchoe pinnata): A Phytochemical and
Pharmacological Review. Int. J. Res. Ayurveda Pharm., v. 2, p. 1478-1482, 2011.

MANAN, M. et al. Phytochemical screening of different extracts of Kalanchoe
laciniata. Pak. J. Pharm. Sci., v. 29, n. 4, p. 1321-1324, 2015.

MANFRON, J. Farmacobotanica: uma ferramenta importante para a detecgéo de
adulteragdes em matérias-primas vegetais. In: BARATTO, L.C., editor. A
farmacognosia no Brasil. Petrépolis, RJ: Ed. do autor, 2021.

MATTOLI, L.; GIANNI, M.; BURICO, M. Mass spectrometry-based metabolomic
analysis as a tool for quality control of natural complex products. Mass Spec Rev., v.
42, p. 1358-1396, 2023.

MAWLA, F. et al. Ethnomedicinal plants of folk medicinal practitioners in four villages
of Natore and Rajshahi districts, Bangladesh. Am Eurasian J Sustain Agric, v. 6, p.
406-416, 2012.

MAYORGA, O.A.S. et al. Kalanchoe brasiliensis Cambess., a promising natural
source of antioxidant and antibiotic agents against multidrug-resistant pathogens for
the treatment of Salmonella gastroenteritis. Oxid. Med. Cell. Longev., 2019.



147

MCKENZIE, R.A. et al. The toxicity to cattle and bufadienolide content of six
Bryophyllum species. Aust. Vet. J., v. 64, n. 10, p. 298-301, 1987.

MEKONNEN, A.B.; MOHAMMED, A.S.; TEFERA, A.K. Ethnobotanical Study of

Traditional Medicinal Plants Used to Treat Human and Animal Diseases in Sedie
Muja District, South Gondar, Ethiopia. Evid.-Based Complement. Altern. Med.,
2022, p. 7328613, 2022.

METCALFE, C.R.; CHALK, L. Anatomy of the Dicotyledons. Vol. 1, Clarendon Press,
Oxford, p. 243-245, 1950.

MILAD, R. et al. Genus Kalanchoe (Crassulaceae): A Review of Its Ethnomedicinal,
Botanical, Chemical and Pharmacological Properties. Journal of Medicinal Plants,
v. 4, p. 86-104, 2014.

MISHRA, R.; POUNIKAR, Y.; GANGWAR, M. Extraction, Phytochemical screening
and quantitative determination of phenols and flavonoids in extract of Kalanchoe
pinnata and Pongamia pinnata. J. Drug Deliv. Ther., v. 9, n. 4, p. 192-196, 2019.

MOLINA, G.A. et al. Green synthesis of Ag nanoflowers using Kalanchoe
daigremontiana extract for enhanced photocatalytic and antibacterial activities.
Colloids Surf. B Biointerfaces, v. 180, p. 141-149, 2019.

MONIUSZKO-SZAJWAJ, B. et al. New Bufadienolides Isolated from the Roots of
Kalanchoe daigremontiana (Crassulaceae). Molecules, v. 21, n. 3, p. 243, 2016.

MORA-PEREZ, A.; HERNANDEZ-MEDEL, M.D.R. Anticonvulsant activity of
methanolic extract from Kalanchoe pinnata (Lam.) stems and roots in mice: A
comparison to diazepam. Neurologia, v. 31, n. 3, p. 161-168, 2016.

MOREIRA, N.S. et al. Comparative anatomy of leaves of Kalanchoe pinnata and K.
crenata in sun and shade conditions, as a support for their identification. Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 22, p. 929-936, 2012.

MOURAO, R.H.V. et al. Antiinflammatory Activity and Acute Toxicity (LD50) of the
Juice of Kalanchoe brasiliensis (Comb.) Leaves Picked Before and During Blooming.
Phytother. Res., v. 13, p. 352-354, 1999.

MUTIE, F.M. et al. Important Medicinal and Food Taxa (Orders and Families) in
Kenya, Based on Three Quantitative Approaches. Plants, v. 12, p. 1145, 2023.

MUZITANO, M.F. et al. Influence of cultivation conditions, season of collection and
extraction method on the content of antileishmanial 131 flavonoids from Kalanchoe
pinnata. J. Ethnopharmacol., v. 133, p. 132-137, 2011.

MUZITANO, M.F. et al. Quercitrin: An antileishmanial flavonoid glycoside from
Kalanchoe pinnata. Planta Med., v. 72, p. 81-83, 2006.

NASCIMENTO, L.B.S. et al. Bioactive Compounds from Kalanchoe Genus Potentially
Useful for the Development of New Drugs. Life, v. 13, p. 646, 2023.



148

NASCIMENTO, L.B.S. et al. Increased antioxidant activity and changes in phenolic
profile of Kalanchoe pinnata (Lamarck) Persoon (Crassulaceae) specimens grown
under supplemental blue light. Photochem. Photobiol., v. 89, p. 391-399, 2013.

NASCIMENTO, L.B.S. et al. Optimization of Aqueous Extraction from Kalanchoe
pinnata Leaves to Obtain the Highest Content of an Anti-inflammatory Flavonoid
Using a Response Surface Model. Phytochem. Anal., v. 29, n. 3, p. 308-315, 2018.

NASCIMENTO, L.B.S. et al. Ultraviolet-B radiation effects on phenolic profile and
flavonoid content of Kalanchoe pinnata. J. Photochem. Photobiol. B Biol., v. 148,
p. 73-81, 2015.

NGEZAHAYO, J. et al. Medicinal plants used by Burundian traditional healers for the
treatment of microbial diseases. J. Ethnopharmacol., v. 173, p. 338-351, 2015.

NGUELEFACK, T.B. et al. Analgesic and anticonvulsant effects of extracts from the
leaves of Kalanchoe crenata (Andrews) Haworth (Crassulaceae). J.
Ethnopharmacol., v. 106, p. 70-75, 2006.

NIELSEN, A.H. et al. Flavonoids in flowers of 16 Kalanchoé blossfeldiana varieties.
Phytochemistry, v. 66, p. 2829-2835, 2005.

O’BRIEN, T.P.; FEDER, N.; MCCULLY, M.E. Polychromatic staining of plant cell walls
by toluidine blue O. Protoplasma, v. 59, p. 368-373, 1964.

ODUKOYA, J.O0.; MMUTLANE, E.M.; NDINTEH, D.T. Ethnopharmacological Study of
Medicinal Plants Used for the Treatment of Cardiovascular Diseases and Their
Associated Risk Factors in sub-Saharan Africa. Plants, v. 11, p. 1387, 2022.

OLIVEIRA, F.; AKISUE, G.; AKISUE, M.K. Farmacognosia: ldentificacdo de Drogas
Vegetais. Sdo Paulo: Atheneu, 2014.

OUFIR, M. et al. Quantification of bufadienolides in Bryophyllum pinnatum leaves
and manufactured products by UHPLC-ESIMS/MS. Planta Medica, v. 81, p. 12-13,
1190-1197, 2015.

PALUMBO, A. et al. Potential therapeutic effects of underground parts of Kalanchoe
gastonis-bonnieri on benign prostatic hyperplasia. Evid Based Complement
Alternat Med, 2019.

PATIL, S.B. et al. Antidiabetic activity of Kalanchoe pinnata in streptozotocin-induced
diabetic rats by glucose independent insulin secretagogue action. Pharm Biol., v. 51,
n. 11, p. 1411-1418, 2013.

PAUL, A. et al. Ethnopharmacological Potential of Phytochemicals and Phytogenic
Products against Human RNA Viral Diseases as Preventive Therapeutics. BioMed
Res. Int., v. 2023, p. 1977602, 2013.

PEARSE, A.G.E. Histochemistry: Theoretical and Applied. Baltimore: The Williams &
Wilkins Company, 1972.



149

PELLEGRINI, N. et al. Screening of dietary carotenoids and carotenoid-rich fruit
extracts for antioxidant activities applying 2,2'-azinobis(3-ethylenebenzothiazoline-6
sulfonic acid radical cation decolorization assay. Methods Enzymol., v. 299, p.
379-389, 1999.

PEREIRA, K.M.F. et al. The psychoactive effects of Bryophyllum pinnatum (Lam.)
Oken leaves in young zebrafish. PLoS ONE, v. 17, p. e0264987, 2022.

PERERA, W.H. et al. An improved high-performance thin-layer chromatographic
method to unambiguously assess Ginkgo biloba leaf finished products. J. Planar
Chromatogr. Mod. TLC, v. 34, n. 6, p. 559-560, 2021.

PEREZ DE SOUZA, L. et al. Ultra-high-performance liquid chromatography
high-resolution mass spectrometry variants for metabolomics research. Nat.
Methods, v. 18, p. 733-746, 2021.

PHATAK, R.S. Lack of anthelmintic activity of Kalanchoe pinnata fresh leaves. J.
Pharm. Negat. Results, v. 7, p. 21-24, 2016.

PINHEIRO, N.A.P. et al. Avaliacdo in vitro da atividade fotoprotetora de Bryophyllum
laetivirens (desc.) V.v. Byalt. Rev. Coleta Cientifica, v. 4, n. 7, p. 11-16, 2020.

PLANGGER, N. et al. Intravenous tocolysis with Bryophyllum pinnatum is better
tolerated than beta-agonist application. Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod. Biol., v.
124, p. 168-172, 2006.

PLUMB, R.S. et al. UPLC/MS(E); a new approach for generating molecular fragment
information for biomarker structure elucidation. Rapid Commun. Mass Spectrom., v.
20, n. 13, p. 1989-1994, 2006.

POWO. Crassulaceae. Plants of the World Online. Facilitated by the Royal Botanic
Gardens, Kew. Published on the Internet, 2023. Available online:
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:30000887-2 (accessed on
6 April 2023).

POWO. Kalanchoe. Plants of the World Online. Facilitated by the Royal Botanic
Gardens, Kew. Published on the Internet, 2023. Available online:
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:30060186-2 (accessed on
6 April 2023).

QUINTERO, E.J. et al. Evaluation of the Leaf Extracts of Kalanchoe pinnata and
Kalanchoe daigremontiana Chemistry, Antioxidant and Anti-inflammatory Activity.
Eur. J. Med. Plants, v. 32, n. 5, p. 45-54, 2021.

RAADTS, E. The Genus Kalanchoe (Crassulaceae) in Tropical East Africa.
Willdenowia, v. 8, n. 1, p. 101-157, 1977.

RAMON, P. et al. Bioactive Ingredients in K. pinnata Extract and Synergistic Effects
of Combined K. pinnata and Metformin Preparations on Antioxidant Activities in
Diabetic and Non-Diabetic Skeletal Muscle Cells. Int. J. Mol. Sci., v. 24, p. 6211,
2023.



150

RICHWAGEN, N. et al. Antibacterial activity of Kalanchoe mortagei and K.
fedtschenkoi against ESKAPE pathogens. Front. Pharmacol., v. 10, p. 67, 2019.

ROESER, K.R. Die Nadel der Schwarzkiefer-Massenprodukt und Kunstwerk der
Natur. Mikrokosmos, v. 61, p. 33-36, 1972.

SANCHEZ-MARTINEZ, J.D. et al. Blood-Brain Barrier Permeability Study of Potential
Neuroprotective Compounds Recovered from Plants and Agri-Food by-Products.
Front. Nutr., v. 9, p. 924596, 2022.

SANTOS, S. et al. Bryophyllum pinnatum Compounds Inhibit Oxytocin-Induced
Signaling Pathways in Human Myometrial Cells. Front. Pharmacol., v. 12, p. 1-10,
2021.

SARAVANAN, V.; MURUGAN, S.S.; KUMARAVEL, T.S. Genotoxicity studies with an
ethanolic extract of Kalanchoe pinnata leaves. Mutat. Res./Genet. Toxicol. Environ.
Mutagen., v. 856-857, p. 503229, 2020.

SARKAR, R. et al. Antimicrobial properties of Kalanchoe blossfeldiana: a focus on
drug resistance with reference to quorum sensing-mediated bacterial biofilm
formation. J. Pharm. Pharmacol., v. 67, p. 951-962, 2015.

SASS, J.E. Response of meristems of seedlings to benzene hexachloride used as a
seed protectant. Science, v. 114, n. 2966, p. 466, 1951.

SAZHINA, N.N. et al. A Comparative Analysis of the Antioxidant Activity of Kalanchoe
Juices. Russ. J. Bioorg. Chem., v. 40, p. 771-776, 2014.

SBFGnosia. http://www.sbfgnosia.org.br/Ensino/amido.html

SCHMIDT, C. et al. Biological studies on Brazilian plants used in wound healing. J.
Ethnopharmacol., v. 122, n. 3, p. 523-532, 2009.

SHARIF, A. et al. Genotoxic and Cytotoxic Potential Of Whole Plant Extracts Of
Kalanchoe Laciniata By Ames And Mtt Assay. EXCLI Journal, v. 16, p. 593-601,
2017.

SHARKER, S.M. et al. Phytochemical and pharmacological studies of Bryophyllum
daigremontianum (Raym.). Am. J. PharmTech Res., v. 3, p. 484-492, 2013.

SIDDIQUI, S. et al. Triterpenoids and phenanthrenes from leaves of Bryophyllum
pinnatum. Phytochemistry, v. 28, n. 9, p. 2433-2438, 1989.

SIEMS, K. et al. On the chemical nature of epicuticular waxes in some succulent
Kalanchoe and Senecio species. Zeitschrift fur Naturforschung C, v. 50, p.
451-454, 1995.

SIMOES-WUST, A.P. et al. Sleep Quality Improves During Treatment with
Bryophyllum pinnatum: An Observational Study on Cancer Patients. Integr. Cancer
Ther., v. 14, p. 452-459, 2015.



151

SIMOES, C.M.O. et al. Farmacognosia: do produto natural ao medicamento. Porto
Alegre: Artmed, 2017.

SINGAB, A.B. et al. Phenolics from Kalanchoe marmorata Baker, Family
Crassulaceae. Bulletin of Faculty of Pharmacy, v. 49, n. 1, p. 1-5, 2011.

SMITH, G.F.; FIGUEIREDO, E.; van WYK, A.E. Chapter 4 - The Genus Kalanchoe
(Crassulaceae) in Southern Africa. Academic Press, p. 23-28, 2019.

SNOUSSI, A. et al. Drying methodology effect on the phenolic content, antioxidant
activity of Myrtus communis L. leaves ethanol extracts and soybean oil oxidative
stability. BMC Chemistry, v. 15, p. 31, 2021.

SOARES, J.R. et al. Antioxidant activity of some extracts of Thymus zygis. Free
Radic. Res., v. 26, p. 469, 1997.

STEFANOWICZ-HAJDUK, J. et al. Identification of Flavonoids and Bufadienolides
and Cytotoxic Effects of Kalanchoe daigremontiana Extracts on Human Cancer Cell
Lines. Planta Med., v. 86, p. 239-246, 2020.

STEFANOWICZ-HAJDUK, J. et al. Biological activities of leaf extracts from selected
Kalanchoe species and their relationship with bufadienolides content. Pharm. Biol.,
v. 58, p. 732-740, 2020.

STEFANOWICZ-HAJDUK, J. et al. An In Vitro Anticancer, Antioxidant, and
Phytochemical Study on Water Extract of Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet
and H. Perrier. Molecules, v. 27, p. 2280, 2022.

SUMUDU; CHANDANA, N.G.A.S.; MORLOCK, G.E. Comprehensive bioanalytical
multi-imaging by planar chromatography in situ combined with biological and
biochemical assays highlights bioactive fatty acids in abelmosk. Talanta, v. 223,
parte 1, 2021.

SUN, H. et al. Metabolomics study on Fuzi and its processed products using
ultra-performance liquid-chromatography/electrospray-ionization synapt
high-definition mass spectrometry coupled with pattern recognition analysis. Analyst,
v. 137, p. 170-185, 2012.

SUPRATMAN, U. et al. New insecticidal bufadienolide, bryophyllin C, from Kalanchoe
pinnata. Biosci. Biotechnol. Biochem., v. 64, p. 1310-1312, 2000.

SUPRATMAN, U. et al. Anti-tumor Promoting Activity of Bufadienolides from
Kalanchoe pinnata and K. daigremontiana x butiflora. Biosci. Biotechnol.
Biochem., v. 65, p. 947-949, 2001.

SWAIN, T.; HILLS, W.E. The phenolic constituents of Prunus domestica. I.
Quantitative analysis of phenolic constituents. J. Sci. Food Agric., v. 19, n. 1, p.
63-68, 1959.

TADESSE, T.Y.; ZELEKE, M.M.; DAGNEW, S.B. Review of Ethnobotanical and
Ethnopharmacological Evidence of Some Ethiopian Medicinal Plants Traditionally



152

Used for Peptic Ulcer Disease Treatment. Clin. Exp. Gastroenterol., v. 15, p.
171-187, 2022.

TAHIR, M. et al. Ethnobotanical study of medicinal plants in Asagirt District,
Northeastern Ethiopia. Trop. Med. Health, v. 51, p. 1, 2023.

TATSIMO, S.J.N. et al. Antimicrobial and antioxidant activity of campeferol
rhamnoside derivatives from Bryophyllum pinnatum. BMC Res. Notes, v. 5, p. 158,
2012.

THE PLANT LIST. Kalanchoe. Disponivel em: theplantlist.org/kalanchoe2022.
Acesso em: jan. 2022.

TORRES-SANTOS, E.C. et al. Toxicological analysis, and effectiveness of oral
Kalanchoe pinnata on a human case of cutaneous leishmaniasis. Phytother. Res., v.
17, p. 801-803, 2003.

TSIMOGIANNIS, D. et al. Characterization of Flavonoid Subgroups and Hydroxy
Substitution by HPLC-MS/MS. Molecules, v. 12, p. 593-606, 2007.

TUROLLA, M.S.R.; NASCIMENTO, E.S. Informagdes toxicolégicas de alguns
fitoterapicos utilizados no Brasil. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v.
42, n. 2, p. 289-306, 2006.

USC. United States Congress. Dietary Supplement Health and Education Act of
1994. Public Law No. 103-417, 108 Stat. 4325, 1994.

URMENYI, F.G. et al. Anti-HSV-1 and HSV-2 flavonoids and a new kaempferol
triglycoside from the medicinal plant Kalanchoe daigremontiana. Chemistry &
Biodiversity, v. 13, n. 12, p. 1707-1714, 2016.

USP. High-Performance Thin Layer Chromatography procedure for identification of
articles of botanical origin. In: United States Pharmacopoeia and National Formulary
USP40-NF35. Rockville, MD, USA: United States Pharmacopoeial Convention,
Chap. 203, pp. 258-260, 2017.

USP 38 — NF 33 - General Chapter <1064> |dentification of Articles of Botanical
Origin by High-Performance Thin-layer Chromatography. 2015.

VAN MAARSEVEEN, C.; JETTER, R. Composition of the Epicuticular and
Intracuticular Wax Layers On Kalanchoe daigremontiana (Hamet Et Perr. De La
Bathie) Leaves. Phytochemistry, v. 70, n. 7, p. 899-906, 2009.

VIRSILE, A. et al. Species-Specific Plant-Derived Nanoparticle Characteristics.
Plants, v. 11, p. 3139, 2022.

XIAOQ, Y. et al. Identification of multiple constituents in shuganjieyu capsule and rat
plasma after oral administration by ultra-performance liquid chromatography coupled
with electrospray ionization quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry.
Molecules, 2016.



153

WAGNER, H.; FISCHER, M.; LOTTER, H. Isolation and Structure Determination of
Daigremontianin, a Novel Bufadienolide from Kalanchoe daigremontiana. Planta
Med., v. 51, p. 169-170, 1985.

WANG, C.Y. et al. Antiviral Ability of Kalanchoe gracilis Leaf Extract against
Enterovirus 71 and Coxsackievirus A16. Evid. Based Complement. Alternat. Med.,
v. 2012, p. 503165, 2012.

WILD, B. et al. Contribution of carbon fixed by Rubisco and PEPC to phloem export
in the Crassulacean acid metabolism plant Kalanchoe daigremontiana. J. Exp. Bot.,
v. 61, n. 5, p. 1375-1383, 2010.

WU, P.L. et al. Kalanchosides A-C, new cytotoxic bufadienolides from the aerial parts
of Kalanchoe gracilis. Org. Lett., v. 8, n. 23, p. 5207-5210, 2006.

YADAV, V. et al. Histochemical Techniques in Plant Science: More Than Meets the
Eye. Plant Cell Physiol., v. 62, n. 10, p. 1509-1527, 2021.

YAMAGISHI, T. et al. Antitumor agents, 110. Bryophyllin B, a novel potent cytotoxic
bufadienolide from Bryophyllum pinnatum. J. Nat. Prod., v. 52, p. 1071-1079, 1989.

YANG, X. et al. The Kalanchoé genome provides insights into convergent evolution
and building blocks of crassulacean acid metabolism. Nat. Commun., v. 8, p. 1899,
2017.

YULIANI, T.; DEWIJANTI, I.D.; BANJARNAHOR, S.D.S. Antidiabetic activity of
ethanolic extracts of Kalanchoe pinnata leaves in alloxan induced hyperglycemic
rats. Indones. J. Pharm., v. 27, p. 139-144, 2016.

ZAKHARCHENKO, N.S. et al. Immunomodulating and Revascularizing Activity of
Kalanchoe pinnata Synergize with Fungicide Activity of Biogenic Peptide Cecropin
P1. J. Immunol. Res., 2017.

ZAKHARCHENKO, N.S. et al. Producing Marker-Free Kalanchoe Plants Expressing
Antimicrobial Peptide Cecropin P1 Gene. Russ. J. Plant Physiol., v. 63, n. 2, p.
273-282, 2016a

ZAKHARCHENKO, N.S. et al. The Obtainment and Characteristics of Kalanchoe
pinnata L. Plants Expressing the Artificial Gene of the Cecropin P1 Antimicrobial
Peptide. Appl. Biochem. Microbiol., v. 52, n. 4, p. 421-428, 2016b.

ZAWIRSKA-WOJTASIAK, R. et al. Vitamin C and aroma composition of fresh leaves
from Kalanchoe pinnata and Kalanchoe daigremontiana. Sci. Rep., v. 9, p. 19786,
2019.



