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RESUMO

O uso de plantas medicinais sempre foi presente na sociedade desde as antigas
civilizacdes, a populacdo faz seu uso em seu dia a dia, principalmente na atencéo
primaria a saude, e para alguns, este € o Unico meio de tratar doencas, devido sua
acessibilidade. Este conhecimento permite orientar estudos na procura por principios
ativos para producdo de medicamentos, sendo de grande interesse da industria
farmacéutica. As plantas produzem diversos componentes organicos divididos em
metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos secundarios por sua vez sao
divididos em trés grupos quimicos diferentes: terpenos, fendlicos e compostos que
contém nitrogénio, sendo sintetizados por todos 0s vegetais, principalmente pelas
plantas selvagens, que desenvolvem mecanismos de adaptagdo para sua
sobrevivéncia, estas substancias podem ter ou ndo relacdo com algum efeito
terapéutico. O trabalho trata de uma pesquisa qualitativa descritiva, realizado em
laboratorio, coletando os dados de forma experimental onde foi desenvolvida
pesquisa exploratoria fitoquimica para identificar alguns metabdlitos secundarios,
presentes em amostras cultivadas de Bryophyllum laetivirens e comparar com as
informacdes de outros trabalhos realizados com esta espécie e com outras espécies
do mesmo género, presentes em literatura. As amostras de B. laetivirens foram
cultivadas em domicilio, na regido de Ribeirdo Preto-SP desde marco de 2022 até
outubro de 2022 e, para realiza¢do das analises, foi selecionado o caule, folha e raiz
da planta, que foram colhidos, secados e pulverizados. Apds realizar 0 processo
para prospeccao fitoquimica obteve-se resultado positivo para flavonoides, taninos e
saponinas e resultado foi negativo para alcaloides e antraquinonas. Para o teste
de heterosideos cardiotbnicos ndo houve confirmacdo, no entanto, ha certeza da
presenca de compostos com nucleo esteroidal e desoxiaglcares na composicdo
guimica da planta. Na comparagdo com os dados da literatura, observou-se que a
maior parte dos achados foi semelhante aos encontrados para a mesma espécie e

outras do mesmo género.

Palavras-chave: Fitoquimica. Bryophyllum laetivirens. Kalanchoe. Screening

fitoquimico. Metabolitos secundarios.



ABSTRACT

The use of medicinal plants has always been present in society since ancient
civilizations, the population uses them in their daily lives, mainly in primary health
care, and for some, this is the only way to treat diseases, due to its accessibility. This
knowledge makes it possible to guide studies on the search for active ingredients for
the production of medicines, which is of great interest to the pharmaceutical industry.
Plants produce various organic components divided into primary and secondary
metabolites. The secondary metabolites in turn, are divided into three different
chemical groups: terpenes, phenolics and compounds that contain nitrogen, being
synthesized by all plants, mainly by wild plants, which adopt adaptation mechanisms
for their survival, these substances may or may not be related to some therapeutic
effect. This academic study deals with a descriptive qualitative research, carried out
in the laboratory, collecting data in an experimental way where phytochemical
exploratory research was developed to identify some secondary metabolites, present
in cultivated samples of Bryophyllum laetivirens and compare with the information of
other studies carried out with this species and with other species of the same genus,
present in literature. The samples of B. laetivirens were cultivated at home in the
region of Ribeirdo Preto-SP from March 2022 to October 2022 and, to carry out the
analyses, the stem, leaf and root of the plant were selected, which were harvested,
dried and pulverized. After carrying out the process for phytochemical prospecting, a
positive result was obtained for flavonoids, tannins and saponins and a negative
result for alkaloids and anthraquinones. For the test of cardiotonic heterosides there
was no confirmation, however, there is certainty of the presence of compounds with
steroidal nucleus and deoxysugars in the chemical composition of the plant. In
comparison with data from the literature, it was observed that most of the findings

were similar to those found for the same species and others of the same genus.

Keywords: Phytochemistry. Bryophyllum laetivirens. Kalanchoe. Phytochemical

Screening. Secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pela populacdo é um héabito que esta
presente na sociedade desde as antigas civilizagbes (MUTHUIRULAPPAN;
RAJENDREN, 2013). Cerca de 80% da populacdo faz uso de plantas em seu dia a
dia, principalmente na atencéo primaria a saude, e para alguns, este € o Unico meio
de tratar doencas, devido sua acessibilidade (BRASIL, 2016).

A biodiversidade de plantas fez com que muitas industrias farmacéuticas
e pesquisadores se interessassem em investir em pesquisas sobre elas, a fim de
suprirem a caréncia de informagdes com evidéncia cientifica e buscar desenvolver
novos farmacos a partir de seus achados, na qual garantam a eficacia, qualidade e
seguranca desses medicamentos (SOUSA et al., 2008).

As plantas produzem diversos componentes orgénicos divididos em
metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos secundarios se dividem em trés
grupos quimicos diferentes, os terpenos (mono, sesqui, di, tri e tetraterpenos)
formados por multiplas ligacBes de isopentinil pirofosfato; os compostos fendlicos
(flavonoides: flavonas, flavononas, flavonois, flavononois, isoflavonas, catequinas,
antocianidinas, lignanas e taninos), que possuem, pelo menos, um anel aromético
onde, no minimo, um hidrogénio deste anel é substituido por um grupo hidroxila,
sendo formados principalmente pela via do chiquimato; e compostos contendo
nitrogénio, principalmente os alcaloides, de molécula ciclica, com ao menos um
atomo de nitrogénio no seu anel, sendo derivados de aminoacidos (SHAHIDI, 1997;
CROTEAU et al.,, 2000; SHAHIDI; NACZK, 2003; SHAHIDI; HO, 2005; TAIZ;
ZEIGER, 2006 apud VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010).

As principais vias dos metébdlitos secundarios sdo a do chiguimato,
acetato e mevalonato (Figura 1), sendo originadas a partir do metabolismo da
glicose. O &cido chiquimico se forma pela condensacao alddlica do fosfoenolpiruvato
e a eritrose-4-fosfato, podendo entdo ser metabolizado em acido corismico ou
galico. O acido chiquimico faz parte das vias biossintéticas de alcaloides inddlicos e
quinolinicos, taninos hidrolisaveis, lignanas, ligninas e cumarinas (SIMOES et al.,
2007). A via do acetato oferece o grupo acetila, gue compdem a acetil-CoA, sendo o
precursor dos aminoacidos alifaticos (e seus derivados alcaloides), acidos graxos e
triglicerideos. Os aminodcidos alifaticos sdo formados no ciclo do &cido citrico, em

contrapartida, os outros metabolitos procedem do mevalonato ou da condensacao



das unidades de acetato. Da via do acido chiquimico e acetato também derivam as
antragquinonas, flavonoides e taninos condensados. O mevalonato se forma pela
condensacao aldolica de uma acetoacetil-CoA com uma molécula de acetil-CoA, na
gual sofre hidrédlise e forma 3-hidroxi-3metilglutaril-CoA, que é reduzida a
mevalonato, este entdo é convertido em isopentenil-pirofosfato, molécula precursora
dos terpenos e ésteres, como as saponinas e heterosideos cardiotdnicos (SIMOES
et al., 2007).

Figura 1- Ciclo biossintético dos metabdlitos secundérios
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Fonte: (SIMOES et al., 2007).

Os metabdlitos secundarios séo sintetizados por todas as plantas,
principalmente por plantas selvagens, que desenvolvem mecanismos de adaptacao
para sua sobrevivéncia; estas substancias podem ter ou ndo relacdo com seu

potencial efeito terapéutico, como por exemplo, propriedades antimicrobianas, anti-



inflamatorias, cicatrizantes, anestésicas, entre outras (SOUZA FILHO; ALVES, 2002
apud VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010).

A analise fitoquimica, € um estudo que caracteriza 0s componentes
guimicos presentes nas plantas, produtos do metabolismo secundario vegetal,
sendo de grande relevancia quando ndo se dispbéem de estudos sobre os
constituintes da espécie de interesse (SOARES; SANTOS; VIEIRA; PIMENTA,;
ARAUJO, 2016). A caracterizacdo quimica também permite buscar metabdlitos de
uma espécie ja caracterizada, visando isolamento do metabdlito de interesse e
subsequente caracterizagdo estrutural delas, bem como estudar os aspectos
farmacolodgicos e relacdo dos componentes quimicos de organismos de determinada
espécie ou familia (SIMOES et al., 2017).

A andlise se baseia na realizacdo de reacdes quimicas que resultem em
alteracoes de cores ou presenca de precipitados nas amostras examinadas. A maior
restricdo desse processo € a possibilidade de ocorrer reacdes inespecificas,
podendo gerar resultados falso-negativos tanto como falso-positivos (SIMOES et al.,
2017).
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2 OBJETIVOS
Geral
e Identificar algumas categorias de metabdlitos secundarios
presentes em amostras cultivadas de Bryophyllum laetivirens, por
meio de testes de identificagdo (screening fitoquimico) e comparar
com as informacdes de outros trabalhos realizados com esta
espécie e com outras espécies do mesmo género, presentes em
literatura.
Especificos

Cultivar, colher, selecionar e realizar a identificacdo botanica do
material vegetal, conforme orientacdes descritas em literatura.
Preparar o material vegetal, por meio da secagem e pulverizagéo.
Realizar os testes fitoquimicos para evidenciagdo de algumas
categorias de principios ativos: flavonoides, taninos, saponinas,
antraguinonas, alcaloides e heterosideos cardiotdnicos.

Realizar a revisao bibliografica para discusséo dos resultados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Bryophyllum laetivirens, semelhantemente a outras do género
Kalanchoe, tem sua distribuicdo natural no sul de Madagascar (Figura 2), sendo
encontrada principalmente em Ifaty e Mansoa no sudoeste, em Anjajavy ao noroeste
e Antsiranana no nordeste (SHTEIN; SMITH; IKEDA, 2021, tradugao nossa).

Figura 2 - Distribuicdo da Bryophyllum laetivirens em Madagascar

205 ° - 22°5

23°5

- 23°S

Laihs - 24°5

25°5 + - 25°S

AL \g."&t
‘*%:‘rm ’;I)’T “{Taolagnaro
TS T ST T

Legend
O Type ® K daigremontiana © Introgressed K. daigremontiana
pgsce] O Epitype or neotype K. laetivirens ® K. xhoughtonii Morphotype C 0 50 100 km e
' Additional material ® K. sanctula L
2. Introduced / cultivated @ K. tubiflora
Native ® K. xdescoingsii

T T T T T
44°E 45°E 46°E 47°E 48°E 49°E

Fonte: (SHTEIN; SMITH; IKEDA, 2021).

Bryophyllum laetivirens (Descoings) V.V.Byalt é sinbnimo homotipico de
Kalanchoe laetivirens (Descoings) e € classificada taxonomicamente no filo
Tracheophyta da classe Magnoliopsida, ordem Saxifragales, familia Crassulaceae e
género Kalanchoe Adans (GBIF BACKBONE TAXONOMY, 2021).

A planta (Figura 3) apresenta coloracdo verde clara caracteristica,
superficie foliar axial rosada, multiplos bulbos e pedestais de bulbos por folha,
auriculas retas na base, caule e peciolos grossos e flores rosadas de calice pequeno
(SHTEIN; SMITH; IKEDA, 2021, traducdo nossa).
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A B. laetivirens e seus hibridos sdo de baixo crescimento na maior parte
de seu desenvolvimento. Formando folhas densas e largas de bordas rosas. As
folhas apresentam peciolos grossos e curtos e laminas foliares grandes e largas.
Quando florescem (normalmente uma vez durante seu ciclo de vida) as plantas
podem aumentar em até quatro vezes sua altura, com folhas de peciolos mais
longos e laminas foliares mais curtas e estreitas (SHTEIN; SMITH; IKEDA, 2021,
traducao nossa).

Devido a grande quantidade de bulbos nas margens de sua folha, se
observa que a sua reproducdo ndo € exclusivamente sexuada, mas em sua maioria,
vegetativa, que resultou em reducédo da manutencéo das estruturas férteis uniformes
e viaveis da planta, mesmo assim a B. laetivirens ainda produz algumas sementes
viaveis e hibridos interespecificos (SHTEIN; SMITH; IKEDA, 2021, tradu¢cado nossa).

Figura 3- B. laetivirens em seu habitat natural em Madagascar (A e B); Planta cultivada em
Israel (C e D).

Fonte: (SHTEIN; SMITH; IKEDA ,2021).

Algumas espécies de Bryophyllum, da familia Crassulacae, por exemplo,
a Bryophyllum pinnata, séo utilizadas com fins medicinais em alguns paises e
regides, como Africa tropical, China, Australia e América tropical, por apresentar
propriedades como agédo antimicrobiana, antifungica, antimutagénica, antitlcera,
anti-inflamatéria, anti-hipertensiva, antidiabética e analgésica, sendo estas
propriedades decorrentes de compostos como flavonoides, esteroides,
bufadienolideos e acidos organicos (MAHATA et al., 2012).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Crassulaceae
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Estudos fitoquimicos demostraram que a maioria das espécies da familia
Crassulaceae, como as do género Sedum, Aeonium, Crassula, Dudleya, Echeveria,
Kalanchoe, Rhodiola, Sempervivum e Tylecodon, contém 55 diferentes tipos de
compostos fendlicos, oito compostos esteroidais e oito bufadienolideos e
cardenolideos, além de terpenoides (EID; EZZAT; GONAID; CHOUCRY, 2018).

Componentes quimicos encontrados nesta espécie e em algumas

espécies do mesmo género podem ser observados na Tabela 1.
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Tabela 1- Metabdlitos secundarios encontrados no género Kalanchoe

Parte da planta

Espécie Metabalitos . Referéncia
utilizada
Alcaloides, fendis,
flavonas, flavonois,
Bryophyllum (PINHEIRO et al.,
o flavononas, Folhas.
laetivirens 2020)

flavononois e

xantonas.

o Carotenoides e
Kalanchoe liciniata _
flavonoides.

Folhas e caule.

(FERNANDES et al.,
2019)

Acidos organicos,
agucares, alcanos,

bufadienolideos,

compostos )
Bryophyllum ) Folhas, raizes e (FERNANDES et al.,
_ fendlicos, ésteres, )
pinnatum _ B planta integra. 2019)
esteroides, fendis,
flavonoides,
saponinas, taninos e
triterpenos.
Alcaloides e
_ o (MAHATA et al.,
Bryophyllum pinnata glicosideos Folhas. 2012)
esteroidais.
Alcaloides,
_ _ (BHANDARI et al.,
Bryophyllum pinnata flavonoides, Folhas.
. _ 2021)
saponinas e taninos.
Alcaloides,
antraquinonas,
cardiotbnicos, .
Kalanchoe ) (PINZON;
, , cumarinas, Folhas.
daigremontiana BARRERAS, 2018)

esteroides, lactonas
terpénicas e

triterpenoides.

Fonte: autoria propria.

O estudo de revisdo realizado por Milad, El-ahmady e Singab (2014),

trouxe exemplos de algumas estruturas elucidadas de componentes isolados do

género Kalanchoe. Um flavonoide encontrado nas espécies de K. espatulata, K.
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gracilis, K. blossfeldiana, K. pinnata e K. marmorata foi a quercetina (Figura 4). Outro
composto caracteristico, os bufadienolideos, também foram compilados no trabalho,
como a Bryophylin B (B. pinnatum), Bryophylin A (K. pinnata) e Bryophilin C (K.

draigemontiana x tubiflora) (Figura 5).

Figura 4 - Quercetina

OH

OH

HO. O

OH 0]

Fonte: (adaptado de MILAD, EL-AHMADY, SINGAB, 2014).

Figura 5- Bufadienolideos isolados do género Kalanchoe

Rl 6
Bryophyllin A, R=CHO
Bryophyllin B Bryophyllin C, R=CH,0OH

Fonte: (MILAD, EL-AHMADY, SINGAB, 2014).

Ferreira et al. (2021) avaliou o potencial antimicrobiano com extrato bruto
e fracBes extraidas com acetato de etila, agua, hexano e cloroférmio de Kalanchoe

laetivirens contra Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis, Escherichia coli e
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Pseudomonas aeruginosa. O resultado obtido foi negativo, contudo o trabalho
admitiu a presenca de um composto pertencente a classe dos flavonoides
glicosilados, 3,7-di-O-ramnosil-cianidina (Figura 6), subclasse das antocianindinas,
através da fragmentacdo de ions por HPLC-MS (Cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada a espectrometria de massas).

Figura 6 - 3,7-di-O-ramnosil-cianidina

Y

\@ 7-O-ramnosil-cianidina \_/ Cianidina

Fonte: (adaptado de FERREIRA et al., 2021).

3,7-di-O-ramnosil-cianidina

Pinheiro et al. (2020) avaliaram a propriedade fotoprotetora do extrato
etandlico de B. laetivirens, onde o FPS (fator de protecdo solar) determinado foi
proximo de 3,5, concluindo que n&do se poderia utlizar como filtro solar
isoladamente, devido seu FPS ser menor ao fator minimo de protecao (26) permitido
pelo Ministério da Saude, mas poderia ser utilizado como adjuvante de outros filtros
sintéticos na formulacéo de protetores solares, por elevar o FPS e proteger a pele da
acao de radicais livres.

No estudo realizado por Kaewpiboon et al. (2013), foi demostrado que,
uma fracdo especifica de extrato metandlico de Bryophyllum laetivirens, exibiu
propriedade de induzir apoptose das células humanas pulmonares A549 resistentes
a Etoposido, medicamento utilizado para retardar o desenvolvimento de tumores,
inibindo a enzima topoisomerase Il. Essa fracdo continha concentracdo bem inferior
as utilizadas de outras plantas antitumorais, portanto, foi considerada uma candidata

importante para estudo de um novo medicamento deste tipo.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho se trata de uma pesquisa qualitativa descritiva, realizado em
laboratério, coletando dados de forma experimental. As analises adotadas tiveram
como base os livros de Matos (2009) e Simdes et al. (2017), a Farmacopeia
Brasileira, Anvisa (2019), ao compilado de préaticas da Sociedade Brasileira de
Farmacognosia (2009) e o trabalho realizado por Pinzén e Barrera (2018), com

adaptacdes no procedimento, quantidades e reagentes.
4.1 Cultivo e colheita das amostras de Bryophyllum laetivirens

As amostras de B. laetivirens foram cultivadas em domicilio, na regido de
Ribeirdo Preto, noroeste do estado de Sao Paulo, desde margo de 2022 até outubro
de 2022, sendo exposta a luz solar durante o dia (7:00-18:00h) e regada com agua 2
vezes por semana (Figura 7).

Foi realizada a colheita do material no dia 8 de outubro, no final da tarde
(entre 16:00h a 18:00h).

Figura 7- Amostras cultivadas de Bryophyllum laetivirens

Fonte: Prépria do autor.

4.2 Autenticidade do material vegetal

As amostras utilizadas no estudo apresentam as mesmas caracteristicas
macroscopicas apresentadas por Shtein, Smith e lkeda (2021), pois possuem folhas
carnosas/suculentas, simples que se opdem, de coloracdo verde, forma oval,

crenadas e pecioladas de insercdo marginal; possuem plantulas nas bordas de sua
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folha, responsaveis por sua reproducdo vegetativa. Exsicata de um exemplar do
material analisado foi depositada no Laboratério de Botanica do Centro Universitario
Bardo de Maua.

N&o foram encontrados na literatura pesquisada, estudos microscopicos
sobre esta espécie, contudo, para este trabalho, realizou-se corte paradérmico da
face ventral e dorsal da folha da planta, onde a epiderme destacada foi colocada em
solucdo de hipoclorito de sédio e posteriormente lavada com &gua, para retirada do
excesso de clorofila, com subsequente adicdo de algumas gotas de solugéo de lugol
e safranina, lavando respectivamente com alcool 70% e agua destilada. Os cortes
foram observados ao microscopio (Modelo: NOVEL BM2000), sendo que a epiderme
inferior apresenta células com parede sinuosa (Figura 8-A), enquanto a epiderme
superior exibe células com parede ondeada (Figura 8-B). Ambas as faces
apresentam estdomatos do tipo anisocitico (3 células paraestomatais, sendo uma

menor que as outras duas) (Figura 9).

Figura 8 - Parede sinuada (Face ventral - A) e Parede ondeada (Face dorsal - B)

Fonte: Prépria do autor.
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Figura 9 - Estdmatos anisociticos (Face ventral - A e Face dorsal - B)

Fonte: Prépria do autor

4.3 Selecéo e preparo da droga vegetal

O material colhido sofreu processo de limpeza, escolhendo as partes que
estavam livres de insetos, sem queimaduras solares e outras imperfei¢cdes (Figura
10). Utilizando a planta em sua integridade, estas foram lavadas com agua e

borrifadas alcool 70% para evitar proliferacdo de fungos.



20

Figura 10- Selecdo do material

B SRR 0 e
Fonte: Prépria do autor.

A quantidade de 500 g da planta fresca foi levada para estufa (Figura 11),
para secagem a 40°C, na qual ficou por 11 dias, para que os teores de umidade
ficassem abaixo de 15% m/m, evitando a proliferacdo de agentes deletérios, como

fungos, bactérias e a acdo de enzimas da propria planta.
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Figura 11- Processo de secagem

Fonte: Propria do autor.

Apbs seco, o material foi moido, em moinho de facas e depois com grau e

pistilo, obtendo-se 9,250 g da droga vegetal pulverizada (Figura 12).

Figura 12- Droga vegetal pulverizada

Fonte: Prépria do autor.
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4.4 Anédlise da presenca de flavonoides

Preparou-se o extrato pesando 0,75 g da droga vegetal em um béquer e
adicionou-se 15 mL de éter de petréleo, sendo agitado com bastdo de vidro durante
5 minutos e posteriormente aquecido até fervura na chapa de aguecimento.

O material foi filtrado ainda quente, utilizando algodao.

Este extrato etéreo extraiu da droga vegetal os 6leos essenciais e ceras
gue possivelmente teria (impurezas).

Ao po6 usado anteriormente foi levado novamente a chapa, até secar e
adicionou-se 10 mL de metanol, agitando por 5 minutos e, ao final do periodo, ele foi
aquecido até fervura, filtrando ainda quente. Evaporou-se o filtrado na chapa de
aquecimento e lavou-se o residuo com 0,2 mL de cloroférmio, o qual foi descartado.
voltou-se a solubilizar o residuo com 10 mL de etanol (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE FARMACOGNOSIA, 2009d).

441 Reacao com cloreto de aluminio

Num pedaco de papel de filtro pingou-se 2 gotas do extrato etandlico e
sobre esta, uma gota da solucéo de cloreto de aluminio a 5% (p/v) em etanol. Apds
secagem verificou-se o comportamento das substancias existentes na area da
mancha ante a luz ultravioleta. Dependendo da coloracéo obtida pode-se pressupor
a existéncia de alguns tipos de flavonoides (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
FARMACOGNOSIA, 2009d).

4.4.2 Reagao de Shinoda (cianidina)

Colocou-se 2 mL do extrato etanolico obtido anteriormente em tubo de
ensaio, adicionando fragmentos de magnésio e, com o tubo de ensaio numa estante,
na capela, fora adicionado 10 gotas de acido cloridrico concentrado, tendo cautela
com a efervescéncia. Observando apo6s desprendimento do gas hidrogénio, o
aparecimento de coloracdo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA,
2009d).

4.4.3 Reacdo com cloreto férrico



23

Em um tubo de ensaio foi adicionado 2 mL do extrato etandlico e 2 a 4
gotas da solucdo de cloreto férrico a 2% (p/v), observando a coloracdo formada
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009d).

4.5 Andlise da presenca de Taninos

O extrato foi preparado utilizando 0,5 g da droga vegetal que foi fervida
por 5 minutos com agua destilada, esfriada e filtrada. Do extrato se retirou aliquotas
de 2 mL para os tubos de ensaio (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
FARMACOGNOSIA, 2009e).

4.5.1 Reacao com proteinas

Foi adicionado ao tubo contendo o extrato aquoso uma gota de solugéao
de acido cloridrico 10% (v/v) e depois, gota a gota, a solucdo de gelatina a 2,5%
(p/v). Nao se agitou o tubo, enquanto houve a adicdo da solugdo proteica,
observando se houve a formacdo de turvacdo ou precipitado (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009e).

4.5.2 Reacao com cloreto férrico

Ao extrato aquoso adicionou-se cerca de 5 mL de &gua destilada e
algumas gotas da solucao de cloreto férrico a 2% (p/v). Observando a coloracdo e
formacdo de precipitado ou turvacdo do meio (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
FARMACOGNOSIA, 2009e).

4.6 Anédlise da presenca de Saponinas (Teste afrogénico)

Colocou-se 0,5 g da droga em 50 mL de agua destilada e levado a fervura
por 5 minutos. Apds, o extrato foi filtrado em algod&o. Verificou-se o pH com fita
indicadora, a qual obteve-se 6, sendo mais préximo ao neutro o valor ideal para
realizacéo do teste.

Adicionou-se em tubo de ensaio 3/4 de seu volume com extrato aquoso,
sendo agitado vigorosamente, durante 15 segundos. Deixou-se em repouso por 15
minutos e observou se o0 tubo apresentava anel de espuma persistente (ANVISA,
2019).
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4.7 Analise da presenca de Antraquinonas (Reacao de Borntraeger)

Agitou-se 0,3 g do p6 da droga com 5 mL de éter etilico. Esperou a
sedimentacdo da droga, entdo foi decantado o extrato etéreo para um tubo de
ensaio. Repetiu-se o procedimento, com a mesma droga mais uma vez, totalizando
cerca de 10 mL de extrato.

Adicionou-se ao extrato etéreo cerca de 1 mL de solugdo aquosa de
hidréxido de amonio a 10% (v/v) e foi agitado. Avaliou-se a mudanca de coloracao
da fase aquosa alcalina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA,
2009b).

4.8 Anédlise da presenca de Alcaloides

Em um funil de separacéo adicionou-se 0,75 g da droga vegatal, 10 mL
de cloroférmio e 3 mL de solucdo de hidroxido de aménio a 10% (v/v). Foi agitado
energicamente por 5 minutos e deixado repousar por 10 minutos, recolhendo ao fim
deste periodo o extrato cloroférmico, que foi filtrado em algod&do para um béquer.
Repetiu-se o procedimento mais duas vezes com 5 mL de cloroférmio, os quais
foram coletados no mesmo béquer.

Secou-se 0 extrato na chapa de aquecimento e ao residuo foram
adicionados 15 mL de agua destilada e 0,5 mL de &cido sulfarico diluido a 10% (v/v).
Esta mistura foi levada a fervura por 2 minutos. Resfriou-se e filtrou-se para o
béquer.

Com a solucdo aquosa anteriormente obtida, adicionou-se 2 mL ao tubo
de ensaio e algumas gotas do reagente de Dragendorff, avaliando a formacéo de
precipitado (SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009a).

4.9 Anédlise da presenca de Heterosideos cardiotdnicos

Ferveu-se sob refluxo 0,5 g da droga vegetal rasurada e seca com 15 mL
de etanol a 50% e filtrou-se o extrato etandlico para um béquer. Repetiu-se o
processo mais duas vezes obtendo-se, no final, 45 mL de extrato. Adicionou-se
30mL de solucdo de acetato de chumbo a 10% (m/v) (precipitacdo de pigmentos —

clorofila) nos 45mL de extrato etandlico e posteriormente foi filtrado com algodao.
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Ao filtrado se adicionou 20 mL de agua e foi transferido para um funil de
separacdo. No funil foi adicionado 5 mL de cloroférmio, agitando a solucdo de
extrato e repetiu-se 0 processo mais uma vez, totalizando 10 mL de cloroférmio.

Foi deixado em repouso até completa separacdo de fases. Esse extrato
foi dividido para dois béqueres (5 mL). Cada béquer foi deixado em banho maria até
restar somente o residuo do extrato.

Cada béquer foi designado para realizacdo do teste de Kedde e Keller-
Killiani (SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009c).

4.9.1 Reacao de Kedde (reacao do anel lactéonico pentagonal insaturado

dos cardenolideos)

Adicionaram-se no béquer contendo o residuo do extrato cloroférmico,
duas gotas do reativo de Kedde, avaliando a formacéao de coloragdo (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009c).

4.9.2 Reagao de Keller-Kiliani (desoxioses nas extremidades livres)

Se dissolveu o residuo de extrato cloroférmico no béquer com 1 mL de
acido acético glacial e transferiu para um tubo de ensaio. A este tubo se adicionou 2
gotas de cloreto férrico a 2% (m/v) e apoOs isto sendo agitado e adicionado
cuidadosamente 1 mL de &cido sulfurico concentrado, observou-se a formacédo e
coloracdo do anel como também a cor da fase acética (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE FARMACOGNOSIA, 2009).

4.9.3 Reagao de Liebermann-Buchard (reagao do nucleo

ciclopentanoperhidrofenantreno):

A 0,5 g da droga vegetal adicionou-se 5 mL de cloroférmio, que foi
agitado com bastédo de vidro e deixado em repouso por 10 minutos. Filtrou-se a
solucéo cloroférmica com funil simples, com algodéo e polvilhado com sulfato de
sédio anidro, para um tubo de ensaio seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético,
agitou-se suavemente e adicionou-se trés gotas de acido sulfarico concentrado,

agitando o tubo. Observando o desenvolvimento de cores (MATOS, 2009).
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A pesquisa por metabdlitos secundarios presentes nas raizes, caules e

folhas de B. laetivirens pesquisados neste trabalho se basearam nas interpretacdes

listadas na Tabela 2, conforme cada metodologia empregada.

Tabela 2 - Categorias de produtos naturais evidenciadas pelo screening fitoquimico

Metabdlitos Reacéo Positividade Interpretacéo
secundérios
Coloracdao amarelo-esverdeada Flavona
Coloracdo amarela Flavonol
Cloreto de ~
. Coloracéo Azul-esverdeada Flavonona
aluminio/UV ~
Coloracdo amarela Chalcona
Coloracdo Castanho-amarelado Isoflavona
Coloracao verde Flavona
Flavonoides Coloracgéo castanho-esverdeado Flavonol
Cloreto férrico  Coloracéo castanho-esverdeado Flavonona
Coloracdo amarela Chalcona
Coloracao verde Isoflavona
Coloracédo vermelha Flavona
Shinoda Coloracgéao vermelha Flavonol
Coloracéo vermelha Flavonona
Gelatina Turvacao a precipitacdo Positivo a taninos
Taninos
Coloragéo azulada hidrolisaveis ou
Taninos - alico
Cloreto férrico gal
Taninos
Coloragéo esverdeada condensados ou
catéquico
Andlise Formagéao de forte L
. L G . Positividade para
Saponinas qualitativa de espuma persistente por mais de )
. Saponinas
espuma 15 min
. x Positividade para
Antraguinonas Borntraeger Coloracéo rosea ou avermelhada \ae p
antraguinonas
. _ . Positividade para
Alcaloides Dragendorff Precipitado alaranjado de p
alcaloides
~ Presenca de nucleo
. Coloragéo azul ou verde ca o
Liebermann- esteroidal
Burchard Coloragéo vermelha, rosa, Presenca de nudcleo
pUrpura ou violeta terpénico
Heterosideos Coloracao castanho-avermelhada Positividade para
Cardiotonicos Kedde ¢ . anel lactdnico
a vermelho-violeta L
pentaciclico
Coloragéo da formacéo anel "
I Positivo para
Keller-Kiliani vermelho-acastanhado e cor da

fase acética azul-esverdeado

desoxiaclcares

Fonte: (ANVISA, 2019); (MATOS, 2009); (SIMOES et al., 2017); (SOCIEDADE BRASILEIRA DE

FARMACOGNOSIA, 2009).
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Sendo assim, comparando-se os resultados da Tabela 2 com aqueles
resultantes dos testes realizados nas amostras da droga vegetal de B. laetivirens,
houve confirmacao da presenca de flavonoides do tipo flavona, flavonol e flavonona,
devido a presenca de coloragdo azul-esverdeada no teste de AICI3/UV (Figura 13),
produto de matiz avermelhada na reacdo de Shinoda (Figura 14 - A) e coloracdo
castanho-esverdeada com cloreto férrico (Figura 14 - B). A Figura 14 — C mostra o

extrato vegetal analisado sem adicdo de qualquer reativo (Branco).

Figura 13 — Analise da presenca de Flavonoides - Cloreto de Aluminio/UV

Fonte: Prépria do autor.
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Figura 14 — Analise da presenca de Flavonoides - Shinoda (A), Cloreto férrico (B), Branco (C)

Fonte: Prépria do autor.

Também h& possibilidade da presenca de taninos do tipo
condensado/catéquico devido apresentacdo de precipitacdo de cor esverdeada com
adicao de cloreto férrico (Figura 15 -B) e a turvacao do meio, com adicdo de gelatina
(Figura 15 -B). Taninos reagem com uma série de compostos produzindo produtos
insoluveis no meio reacional. A Figura 15—-A mostra o extrato vegetal analisado sem

adicao de qualquer reativo (Branco).
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Figura 15 — Analise da presenca de Taninos - Cloreto de ferro e gelatina (Branco - A,
Resultados - B)

Fonte: Prépria do autor.

Houve positividade para saponinas, na qual a presenca de espuma, apos
agitacdo enérgica (teste afrogénico — acdo tensoativa) se estendeu por mais de 15

minutos (Figura 16).

Figura 16 — Analise da presenca de Saponinas (teste afrogénico)

Fonte: Prépria do autor.
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Negatividade para os testes qualitativos para antraquinonas e alcaloides
(Figura 17 e 18), ndo havendo formacéo de substancia avermelhada na fase aquosa
alcalina (antraquinonas na forma de sais), na reagao de Borntraeger, nem formacéo
de precipitado (complexacédo do alcaloide com componentes do reativo, levando a
formacdo de compostos insoliveis no meio), quando da adicdo do reativo de

Dragendorff ao extrato da amostra.

Figura 17 — Analise da presenca de Antraquinonas — Borntraeger

Fonte: Prépria do autor.

Figura 18 — Andlise da
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Na avaliacdo de heterosideos cardiotbnicos, devemos considerar que
somente o resultado positivo para os trés testes realizados garantem a existéncia
deste tipo de principio ativo no extrato avaliado. A estrutura molecular dos
heterosideos cardiotbnicos é constituida por trés partes (parte glicbnica, constituida
por acucares; nacleo esteroidal, também denominado nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno e um anel lactdnico (éster ciclico) insaturado de 5
(cardenolideos) ou de 6 membros (bufadienolideos). Portanto, cada um dos ensaios
desenvolvidos se referem a pesquisa da presenca de cada um destes nucleos
estruturais do heterosideo cardiotonico.

Sendo assim, observou-se positividade para reacdo de Keller-Kiliani
(Figura 19), por desenvolvimento do anel e alteracdo de cor das fases, indicando
gue ha presenca de desoxiacUcares na amostra. A formacéo de coloracao azulada
no teste de Liebermann-Burchard (Figura 20) confirma a presenca de substancias
contendo nucleo esteroidal. O teste de Kedde (Figura 21) se apresentou negativo,
no entanto, deve ser observado que tal reativo € especifico para evidenciacdo de

substancias contendo anel lactonico (pentaciclico).



Figura 19 —Anédlise da presenca de Desoxiaglcares - Keller-Kiliani

Fonte: brépri_a do autor.
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Figura 20 —Analise da presenca de Nucleo esteroidal ou terpénico - Liebermann - Burchard
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Fonte: Prépria do autor.

Figura 21 — Andlise da presenca de Anel lactonico pentaciclico - Kedde

Fonte: Prépria do autor.
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Os resultados obtidos da investigacao fitoquimica foram sumarizados na

Tabela 3.
Tabela 3 - Resultados das andlises nos extratos de B. laetivirens
Metabo!lt_os Teste Resultado Observacéo Interpretacéo
secundarios
Cloreto de + Coloracao azulada Flavonona
aluminio/UV sob luz UV
Coloragao Flavona, Flavonol e
Flavonoides Cloreto férrico + castanho- '
Flavonona
esverdeado
Shinoda + Coloragdo de matiz  Flavona, Flavonol e
vermelha Flavonona
Gelatina + Turvacéo Positivo a taninos
Taninos N Taninos
I Coloracéao
Cloreto férrico + condensados ou
esverdeada Lo
catéquicos
. Teste Espuma per3|stente Positividade para
Saponinas - + por mais de 15 :
afrogénico . saponinas
minutos
. N&o houve Negativo para
Antraquinonas Borntraeger ~ .
alteracéo de cor antraquinonas
N&o houve Negativo para
Alcaloides Dragendorff - formacéo de gativo p
) alcaloides
precipitado
Liebermann- + Mudanca para Presenca de nucleo
Burchard coloracgéo azul esteroidal
] N0 h Negatividade para
Heterosideos Kedde ao houve anel lactdnico
Cal’diotﬁniCOS alteragao de cor pentaciclico
Formacéo de anel L
Keller-Kiliani + rosa e fase acética Positividade para

esverdeada

desoxiacucares

Fonte: autoria propria.

5.1 Avaliagcdo comparativa das classes de produtos naturais evidenciadas
neste estudo com aqueles presentes na literatura para espécie B.

laetivirens

Na comparacdo dos resultados obtidos no presente estudo com aqueles
realizados por Pinheiro et al. (2020), observa-se que houve semelhanca em relacao
a presenca de flavonoides, como as flavonas, flavononas e flavonéis. Contudo, néo
se realizou no presente trabalho testes especificos para identificacdo de xantonas ou

fendis, que também foram evidenciados no trabalho citado.
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Outro resultado deste trabalho que diverge do apresentado por Pinheiro et
al. (2020) é a negatividade para antraquinonas e alcaloides. Para os alcaloides, isto
pode ser explicado devido a utilizagédo, no presente trabalho, de somente um tipo de
reativo geral para alcaloide (Dragendorff), possibilitando o falso negativo. Maior
variedade de reativos gerais sendo utilizados na bateria de testes poderia ter
ocasionado maior seguranca em relacdo aos resultados das analises sobre a
presenca desta categoria de produtos naturais.

Com relacdo a antocianidina descrita por Ferreira et al. (2021), pode se
dizer que ela estaria presente no material analisado neste trabalho devido a
formacao de cor de matiz avermelhada no teste de Shinoda.

A tabela 4 apresenta a comparacdo dos resultados deste trabalho com
aqueles que constam da literatura para a mesma espécie, sendo destacada em
verde a presenca dos metabolitos secundarios na amostra analisada em
concordancia com informacdes da literatura; em amarelo, os metabdlitos néo
avaliados neste trabalho e presentes em outros estudos e, em vermelho, os

metabdlitos ausentes na amostra analisada e presentes em outros trabalhos.

Tabela 4 — Comparacao de metabdlitos secundarios evidenciados neste estudo e na literatura
da mesma espécie

Metab6litos secundarios B. laetivirens _ B. .Iaetivirens
(Autores) (Pinheiro et al., 2020)
Alcaloides - +
Antraguinonas - *
Desoxiacucares + *
Esteroides + *
Fendis * +
Flavona + *
Flavonoides i +
Flavonois 1 +
Flavononas + +
Flavononois * +
Heterosideos _ N
cardiotonicos
Saponinas + *
Taninos + *
Xantonas * +

Legenda: *:N3do testado; ~:Incerto. Fonte: autoria prépria.
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5.2 Avaliacdo comparativa das classes de produtos naturais evidenciadas

neste estudo com aqueles presentes na literatura para o género

Em varias espécies deste mesmo género, podem-se encontrar categorias
semelhantes de metabdlitos secundarios, principalmente os flavonoides e os
compostos esteroidais presentes na K. liciniata e B. pinnatum. Desta segunda
espécie foi identificado um flavonol e também taninos, saponinas e acUcares
(FERNANDES et al., 2019).

Fernandes et al. (2019) em sua revisdo, descrevem a presenca de
bufadienolideos encontrados na B. pinnatum. Esta categoria também est4 presente
em K. tubiflora, K. hybrida, K. lanceolata, K. daigremontiana e K. gracilis conforme
Eid; Ezzat; Gonaid; Choucry (2018) e Milad, El-ahmady e Singab (2014).

Também foram encontrados heterosideos cardiotbnicos (cardenolideos)
na B. pinnatum (FERNANDES et al., 2019), K. pinnata (sinénimo) (MAHATA et al.,
2012) e K. daigremontiana (PINZON; BARRERA, 2018). Nestes dois ultimos estudos
foi utilizada a reacdo de Raymond, que avalia a presenca de heterosideos e geninas
contendo anel lactdnico, tendo o0 mesmo fundamento da reacdo de Kedde.

Pelos resultados apresentados no presente trabalho ndo h& como
certificar a presenca deste tipo de produto natural em B. laetivirens, devido a
negatividade da reacdo de Kedde. E importante ressaltar que este reativo é
especifico para anéis lactdnicos de cinco membros e 0s principios ativos citados na
literatura para este género também possuem anéis lactbnicos de seis membros.
Para confirmacdo da presenca deste metabdlito secundéario (bufadienolideos)
poderiam ser utilizadas técnicas analiticas envolvendo Cromatografia Liquida de Alta
eficiéncia (HPLC) e Espectrometria de Massas (MS). Pelos resultados apresentados
neste trabalho pode-se presumir a presenca de substancias glicidicas (agucares) e
de substancias contendo nucleo esteroidal na composi¢édo dos extratos analisados.

Pinzon e Barrera (2018) obtiveram positividade para antraquinonas no
teste de Borntraeger e em cromatografia de camada delgada, usando extrato
etandlico de K. daigremontiana. Este mesmo tipo de principio ativo néo foi
encontrado na B. laetivirens. Contudo, 0 mesmo estudo mostra que o teste
gualitativo realizado diretamente do extrato, deram resultados negativos para esta

categoria. Isto demostra que, para alguns casos, ha necessidade de programar
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diversas técnicas de purificacdo para confirmacdo da presenca de metabdlitos
secundarios.

Vale ainda ressaltar que fatores como sazonalidade, ritmo circadiano,
idade de desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo solar,
disponibilidade de macro e micronutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, ataques
de patégenos, estimulos mecanicos, condicbes de coleta e estocagem podem
interferir na presencga, auséncia ou na concentracdo dos metabdlitos secundarios
produzidos pela planta, conforme descrito por Gobbo-Neto e Lopes (2007), portanto,
um trabalho que avaliasse estas interferéncias no metabolismo da planta alcancaria
maior fidedignidade aos resultados.

A tabela 5 apresenta a comparacgéo realizada entre os resultados obtidos
neste trabalho para B. laetivirens e as espécies de mesmo género. E destacado em
verde a presenca dos produtos na amostra analisada a semelhanca com
informacdes da literatura; em amarelo os metabdlitos de presenca duvidosa, ou ndo
avaliados na amostra e presentes em outros trabalhos e, em vermelho, os
metabdlitos ausentes na amostra e presentes em outras espécies do género; 0s
demais ndo marcados, foram avaliados no trabalho, mas néo foram realizados ou

descritos na literatura.
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Tabela 5 - Comparacgado de metabolitos secundarios evidenciados neste estudo e na literatura
do mesmo género

B Kalanchoe Bryophyllum Bryophyllum

Metabdlitos Iaetivi'rens liciniata pinnatum pinnata

secundarios (Autores) (FERNANDES et (FERNANDES et (MAHATA et
al., 2019) al., 2019) al., 2012)

+

+
*

Acidos organicos &
AclUcares +
Alcaloides -
Alcanos &
Antraquinonas -
Bufadienolideos ~
Cardienolideos -
Carotendides *
Cumarinas t
Esteroides
Fenois
Flavona
Flavonoides
Flavonois
Flavononas
Flavononois
Lactonas
Saponinas
Taninos
Triterpenos
Xantonas

* x4+ + + + * +
¥k k Ok ok Ok ok 4k ok k * 4 F ok X * * *
* % % % 4+ % 4+ 4+ * + * +
% %k % ok % ok o ¥ * ¥ 4+ s+ x * |  * * 4+ *

* 4+ +
* 4+ + +

Kalanchoe K. gracilis K. hybrida
daigremontiana (MILAD; EL- (MILAD; EL-
(PINZON; AHMADY; AHMADY;
BARRERA, 2018) SINGAB, 2014) SINGAB, 2014)
* *

B. pinnata
(BHANDARI
et al., 2021)

Metabélitos
secundarios

Acidos organicos o +
Aculcares
Alcaloides
Alcanos
Antraquinonas
Bufadienolideos
Cardienolideos
Carotendides
Cumarinas
Esteroides
Fendis
Flavona
Flavonoides
Flavonois
Flavononas
Flavononois
Lactonas
Saponinas
Taninos
Triterpenos
Xantonas

*

*

+
*

* %k ok ok ok %k ok X X
* ok o ok % *x + + x + x +
* ok %k 4+ ok ok + % ok % F
* % % x4k ok * *

* %k ok ok +

* % +
* % % Xk X ¥ % ¥ * +

EE U R

* o+ + +
* +

Legenda: *:Ndo testado ou avaliado; ~:Incerto. Fonte: autoria propria.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel realizar o processo para prospecgdo fitoquimica da
Bryophyllum laetivirens, que envolveu desde obtencdo do material por meio do
cultivo, passando pela identificacdo botanica, producdo dos extratos, até a
realizacdo dos testes para identificacdo das categorias de principios ativos.

Das analises realizadas, obteve-se positividade para flavonoides (flavona,
flavonol e flavonona), taninos e saponinas e negatividade para alcaloides e
antraguinonas.

Houve pendéncia na confirmacdo para bufadienolideos (heterosideos
carditdnicos), no entanto h& certeza da presenca de compostos com nucleo
esteroidal e desoxiacUcares na composicdo quimica da planta.

Observou-se que maior parte dos resultados obtidos foi semelhante aos
encontrados para a mesma espécie e outras do mesmo género, segundo
informacdes da literatura.

A falta de confirmacdo de alguns tipos de principios ativos foi
consequéncia de nao poder realizar certas analises, devido as limitacbes de

reagentes e equipamentos disponiveis no laboratorio.
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