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ATIVIDADES LARVICIDA E ANTICOLINESTERASICA DE PLANTAS DO GENERO Kalanchoe
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LARVICIDES AND ACETYLCHOLINESTERASE INHIBITORS FROM Kalanchoe SPECIES. Acetylcholine esterase inhibitors
are successfully used to treat the symptoms of Alzheimer’s disease. Extracts of three Kalanchoe species (K. brasiliensis, K. pinnata
and K. gastonis-bornieri) showed acetylcholine esterase inhibitory effects and a toxic effect on Aedes aegypti larvae. Here we describe

the bioassay guided fractionation of extracts of the most active extracts (K. brasiliensis) which resulted in the isolation of an active
mixture of three flavonoids: 8-methoxyquercetin, 3,7-di-O-rhamnopyranoside and 8-methoxykaempferol-3,7-di-O-
rhamnopyranoside. On TLC these flavonoids showed an acetylcholine esterase inhibitory effect.
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INTRODUCAO

As espécies Kalanchoe brasiliensis Camb., K. pinnata Pers. e
K. gastonis-bournieri Raym-Hamet et Perrier, pertencentes a fa-
milia das crassuldceas, sdo popularmente conhecidas, respectiva-
mente, por courama branca, courama vermelha e courama compri-
da'. O uso de espécies do género Kalanchoe para tratamento de
artrites e Ulceras gdstricas € relatado principalmente na China e na
Africa. O extrato das suas folhas revelou acdes antifiingica,
bactericida, analgésica e antiinflamatéria®.

O extrato hidroalcodlico das folhas frescas da espécie K.
brasiliensis Camb. demonstrou propriedade inibitéria da colines-
terase em experimentos realizados com reto abdominal isolado de
sapos. Nestes experimentos, o efeito inibitério da d-tubocurarina
(1) nas respostas contrateis provocadas por acetilcolina (2) foi efe-
tivamente bloqueado pelo extrato. O mesmo efeito inibitério ocor-
re com a prostigmina (3), um anticolinesterdsico conhecido. A ob-
servacdo destes efeitos possibilitou: atribuir ao extrato da planta
uma atividade anticolinesterdsica e, considerar que flavondides
glicosilados, revelados através de uma abordagem fitoquimica do
extrato hidroalcodlico, poderiam ser os responsdveis por este efei-
to inibitdrio da colinesterase’.

Flavondides glicosilados contendo a 3,3’,4’,5,7-pentaidroxi-6-
metoxiflavona (patuletina) como aglicona foram isolados da espé-
cie K. brasiliensis, coletada durante a primavera de 1992 no Rio de
Janeiro-RJ*, cidade que pertence a regido sudeste do Pais. Essa
regido estd submetida a condi¢des edafo-climaticas significativa-
mente diferentes das observadas em Fortaleza-CE, onde foi coleta-
do o espécime utilizado no nosso estudo.

Resultados preliminares justificaram investiga¢des adicionais
com a referida planta K.brasiliensis e a selecdo de mais outras
duas espécies do mesmo género — K. pinnata Pers. e K. gastonis-

*e-mail: trevisan@ufc.br

bournieri Raym-Hamet et Perrier - para verificagdo, in vitro, da
atividade inibitéria de enzima acetilcolinesterase (AChE).

O mal de Alzheimer € uma doenga neurodegenerativa que atin-
ge primeiramente a memdria e, posteriormente, a capacidade de
raciocinio e a comunicagdo. O quadro de sinais e sintomas dessa
doenca estd associado a reducdo de neurotransmissores cerebrais,
como acetilcolina (2), noradrenalina (4) e serotonina (5)°. O trata-
mento para o mal de Alzheimer € sintomdtico e consiste justamen-
te na tentativa de restauracido da fung@o colinérgica. Dessa forma,
a elevacdo do nivel da acetilcolina pode se mostrar ttil para ameni-
zar a deficiéncia da aprendizagem, um dos sinais da doenca®.

Inibidores da acetilcolinesterase sdo amplamente usados no tra-
tamento da doenca, procedimento que se baseia na hipdtese
colinérgica. A galantamina (6), um alcal6ide isolado de plantas da
familia Amaryllidaceae, apresenta uma longa ag@o seletiva, rever-
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sivel e competitiva para inibir a acetilcolinesterase. A galantamina
(6) € considerada mais efetiva no tratamento da doenca de Alzheimer
que a fisostigmina (7) e a tacrina (8)"%, que sdo as substancias atu-
almente utilizadas. Esses medicamentos estdo disponiveis no mer-
cado a um preco relativamente oneroso, o que torna a busca de
novos inibidores de origem vegetal uma alternativa interessante,
na medida em que estes seriam economicamente mais vidveis.

Atualmente, hd uma atividade de pesquisa relativamente inten-
sa na busca de novos inibidores em extratos de plantas®®, com es-
pecial interesse no isolamento e na identificag¢do de novos inibidores
da AChE.

O presente trabalho descreve os resultados experimentais das
atividades anticolinesterdsica e larvicida de extratos de trés espé-
cies do género Kalanchoe e de flavondides glicosilados isolados
do extrato acetato de etila (AcOEt) de K. brasiliensis.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaio em CCD/AChE

A constatagdo da inibi¢do da AChE € possivel seguindo-se a
metodologia de Elmann'®, adaptada por Rhee er al.b, para
cromatografia em camada delgada fina. Neste ensaio, utiliza-se a
solugdo dos reagentes acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB)
e iodeto de acetilcolina (ATCI) em tampdo e, posteriormente, apli-
ca-se a enzima AChE (3 U/mL). A visualiza¢do da inibi¢ao dd-se
pela observacdo de halos brancos. A mistura dos flavondides isola-
dos do extrato AcOEt de K. brasiliensis foi bio-guiada pela inibi-
¢do da enzima. A presencga dos flavondides ativos é confirmada
pelo aparecimento de halo branco®.

Inibicdo da acetilcolinesterase em ensaio de microplaca

O ensaio enzimdtico em CCD € um teste qualitativo. Para ob-
tencdo de resultados quantitativos, € necessdria a utilizagdo dos
ensaios em microplaca (absorbancia a 405 nm). Das amostras tes-
tadas, os extratos AcOEt e metandlico (MeOH) de K. brasiliensis e
o extrato AcOEt de K. pinnata apresentaram inibi¢do de 100% no
ensaio de microplaca na concentragdo de 2 mg/mL. A inibic@o apre-
sentada pelo extrato de AcOEt de K. gastonis-bournieri Raym-
Hamet er Perrier, na mesma concentragdo, 82%, indica esse extra-
to como promissor para futuros fracionamentos (Tabela 1).

O extrato AcOEt de K. brasiliensis foi entdo selecionado para
fracionamento bio-guiado, por apresentar inibi¢do enzimdtica de
100% em microplaca, nos extratos AcOEt e MeOH. Estudos reali-
zados com reto abdominal isolado de sapos também demonstra-
ram a propriedade inibitéria da colinesterase pelo extrato
hidroalcéolico’.

O extrato EtOAc de K. brasiliensis tem valor de CISO =0,16
mg, o potente inibidor da AChE, a galantamina, que j4 € utilizada
como medicamento, apresenta o valor de CI,, = 0,37 x 107 mg.
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Tabela 1. Resultados de microplaca (inibicdo) para extratos AcOEt
e MeOH de espécies de Kalanchoe

Microplaca (%) 2 mg/mL

Espécie (Exsicata) AcOEt MeOH
Kalanchoe brasiliensis Camb.(14657) 100 100
Kalanchoe pinnata Pers. (31144) 100 15
Kalanchoe gastonis-bournieri 82 2

Raym-Hamet et Perrier (13782)

Ensaios para 25 pL, testados com 1 e 5 mg em 1 mL de metanol.

Observe-se que o resultado € bastante significativo por se tratar de
um extrato bruto.

Ensaios de atividade larvicida

Os ensaios de atividade larvicida foram realizados utilizando-
se a larva do mosquito Aedes aegypti. Os extratos das folhas de trés
espécies e dos flavondides obtidos através do isolamento bio-guia-
do do extrato AcOEt de K. brasiliensis foram submetidos a investi-
gacdo de atividade bioldgica em trés concentragdes diferentes, na
ordem decrescente de 500, 250 e 100 ppm (Tabela 2).

Os extratos n-hexanicos das folhas de K. brasiliensis e K.
pinnata revelaram, respectivamente, os valores de DL, 269,15 e
301,99 ppm; os extratos AcOEt revelaram valores de DL, 281,83
ppm para K. pinnata; na concentragio de 250 ppm, foi letal (DL, <
250 ppm) para K. brasiliensis. Esses resultados foram considera-
dos significativos por se tratar de extratos brutos. Os flavondides
isolados de K. brasiliensis foram testados na concentragdo de 50
ppm e ndo apresentaram efeito larvicida.

Determinacéo estrutural dos flavondides isolados do extrato
AcOEt de K. brasiliensis

Os flavondides 3,7-di-O-o-L-raminopiranosil-8-metoxiquer-
cetina (9) e 3,7-di-O-a-L-raminopiranosil 8-metoxikanferol (10),
isolados como uma mistura através de fracionamento bio-guiado,
foram caracterizados principalmente com base nos espectros de RMN
'H e BC (Tabela 3), envolvendo comparacdo com valores descritos
na literatura para o flavonéide 12, isolado de K.brasiliensis®*.

O espectro de RMN'H mostrou os sinais dos atomos de hidro-
génio do anel B de 9 em 6, 7,43 (d, J = 2,0, H-2’), 6,97 (d, J = 8.4,
H-5")e 7,39 (dd, /= 8,4 € 2,0,H-6"), e de 10 em §, 7,82 (d, J = 8.8,
H-2’/H-6) e 6,98 (d, J = 8,8, H-3’/H-5"). A atribui¢@o inequivoca
dos deslocamentos quimicos dos dtomos de hidrogénio e carbono
de 9 e 10 baseou-se também em interagdes heteronucleares a longa
distancia de carbono e hidrogénio (3, e /), reveladas pelo es-
pectro 2D HMBC (Tabela 3).

Com base nas intensidades relativas reveladas pela integragio
computacional dos sinais dos dtomos de hidrogénio H-5" (5, 6,97)

Tabela 2. Porcentagem de mortes, em testes de atividade contra a larva do mosquito Aedes aegypti de folhas das espécies de Kalanchoe,

com indicag@o dos extratos e das concentragdes utilizadas

Extrato
Hexanico (%) AcOEt (%) MeOH (%)
Espécie 500 ppm 250 ppm 500 ppm 250 ppm 100 ppm 500 ppm
Kalanchoe brasiliensis Camb. 100 25 100 100 0 40
Kalanchoe pinnata Pers. 100 3 100 13 - 0
Kalanchoe gastonis-bournieri 100 0 100 0 - 44

Raym-Hamet e Perrier
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Tabela 3. Dados de RMN "C ¢ RMN 'H dos flavonéides 9 e 10 e RMN 'H de 11 comparados com os valores de 12, usando CD,OD como
solvente. Deslocamentos quimicos em 8. e 8, (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz*

9 10 11 12
3, 5, 3, 5, 5, 3,

C
2 160,00 - 159.,6
3 136,40 - 136,3
4 179,99 - 179.8
5 157,69 - 150,0
6 100,03 6,67 (s) 100,05 6,67 (s) 6,65 (s) 130,8
7 156,35 156,2
8 130,98 - 99,7
9 150,11 - 157.6
10 107,38 - 107,2
r 122,80 - 122,8
2 117,21 743 (d, 2,0) 132,15 7,82 (d, 8.8) 7.83(d, 2,0) 117,0
3 146,44 - 116,84 6,98 (d, 8,8) 146,3
4 150,11 - 149,9
5 116,74 6,97 (d, 8,4) 116,84 6,98 (d ,8,8) 6,91(d, 8,6) 116,4
6 123,31 7,39 (dd, 8.4; 2,0) 132,15 782 (d, 8,8)  7.75(dd, 8.6, 2,0) 123,2
I 103,62 5,34(s) 5,57 (s) 103,6
27 71,88 4,23(s) 4,10 (s) 71,9
3” 72,11 3,79(dd, 3,2:9,3) 3,91 (dd, 3,3, 9,3) 72,0
4 73,22 3,36(1,9,3) 3,52 (t, 9,3) 73,2
5” 72,20 3,43 (qd.9.3;6,0) 3,69 (qd, 9.3, 6,0) 72,0
6” 17,69 0,96 (d,6,0) 1,27 (d, 6,0) 17,6
1 100,43 5,67(s) 100,3
27 71,74 4,14(s) 71,7
3 72,24 3,93(dd, 3,3:9,6) 72,1
4 73,56 3,53 (£,9,6) 73,5
5 71,52 3,67(qd,9,6,6,2) 71,4
6 18,12 1,26 (d, 6,2) 18,1
CH,-6 - 62,3
CH,-8 62,64 3,98 (s) 3,94 (s) -

* O niimero de dtomos de hidrogénio ligado a cada carbono foi deduzido com base na anélise comparativa dos espectros de RMN"*C{'H}
e RMN"C-DEPT. Espectros 2D homonuclear "H-'"H-COSY e heteronuclear HMQC e HMBC foram também utilizados na atribui¢do dos
deslocamentos quimicos de 9 e 10. Os valores dos deslocamentos quimicos e das constantes de acoplamento (J) dos dtomos de hidrogénio
foram obtidos do espectro 1D de RMN 'H; s=singleto; t=tripleto; d=dubleto; dd=duplo dubleto; qd=quadrupleto; J em Hertz.

de 9 e H-2’/H-6’ (SH 7,82) de 10 no espectro 1D de RMN 'H da
mistura calcularam-se as percentagens aproximadas dos dois
flavonéis: 90% (9) e 10% (10).

A comparagado dos deslocamentos quimicos dos dtomos de car-
bono de 9 e 12* (Tabela 3) revela valores praticamente idénticos.
Verificam-se atribui¢des discordantes para os dtomos de carbono
C-5 [8, 157,69 (9) e 150,0 (12)] e C-9 [§. 150,11 (9) e 157,6 (12)],
o que se justifica pelo efeito mesomérico decorrente da presenga
em posicdo orto do grupo metoxilico em C-8 (9, C-5 livre do efeito
mesomérico de prote¢do do metoxilico em posigdo orto, 3. 157,69)
e C-6 (12, C-5 protegido mesomericamente pela presenga do
metoxilico em posi¢io orto, 8. 150,0) na hipétese das duas serem
realmente diferentes. A localizag¢@o definitiva do grupo metoxilico
no atomo de carbono C-8 de 9 baseou-se no espectro 2D HMBC,
que mostrou acoplamento heteronuclear do carbono C-5 (5. 157,69)
com o hidrogénio H-6 (8, 6,67, >/ ), e no deslocamento quimico
SC 100,03 atribuido ao carbono metinico CH-6, que € significativa-
mente diferente do deslocamento quimico do CH-8 de flavondis
sustentando trés substituintes oxigenados no anel A*!""!*, Os dados
obtidos dos espectros 1D e 2D de RMN permitiram também a atri-
buicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos dtomos de hi-
drogénio e carbono de 9 e 10 (Tabela 3) e, obviamente, ndo afas-

tam a possibilidade de 9 e 12 serem idénticas e sugerem reavaliacdo
da estrutura proposta anteriormente®.

O flavondide 3-O-o-L-raminopiranosil-3,3’,4’,5,7-pentaidroxi-
8-metoxiflavona (11), isolado do extrato AcOEt de K. brasiliensis,
ndo inibiu a AChE e a estrutura proposta (11) foi especulativamente
proposta baseada somente no espectro de RMN 'H (Tabela 3), que
se apresenta também em consondncia biogenética com os
flavonoéides glicosilados 9 e 10 isolados da mesma espécie vegetal.

CONCLUSOES

Das trés espécies testadas, a K. brasiliensis apresentou os re-
sultados mais satisfatérios, o que justificou a selecdo do extrato
AcOEt para o fracionamento bio-guiado. O estudo do extrato AcOEt,
que inibiu a enzima em 100%, apresentando resultado positivo em
CCD e potencial larvicida com DL < 250 ppm, levou ao isola-
mento da mistura dos flavondides ativos: 3,7-di-O-o-L-
raminopiranosil 8-metoxiquercetina (9) e 3,7-di-O-raminosil 8-
metoxikanferol (10). Confirmou-se, assim, a suposi¢ao de Fonteles
de que a presenca de flavondides glicosideos, detectada na aborda-
gem fitoquimica do extrato hidroalcodlico de K. brasiliensis, po-
deria ser a responsdvel por esse efeito inibitério da colinesterase®.



418 Trevisan et al.

Apesar de inibir a enzima acetilcolinesterase, a mistura destes
flavonéides ndo apresentou atividade larvicida na concentragdo de
50 ppm.

PARTE EXPERIMENTAL
Plantas

As folhas das espécies K. brasiliensis, K. pinnata e K. gastonis
foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais Francisco José de
Abreu Matos, pertencente a Universidade Federal do Ceara (UFC),
Fortaleza-CE, e as exsicatas encontram-se depositadas no
Herbarium Prisco Bezerra, do Departamento de Biologia — UFC.

Procedimento para obtencdo dos extratos

O material vegetal foi seco em estufa a 50 °C (quantidade inici-
al = 1,43 kg; quantidade final = 110 g) e, posteriormente, submeti-
do a extragdo a frio com os solventes n-hexano, acetato de etila e
metanol, sucessivamente. Os solventes foram evaporados sob pres-
sdo reduzida, obtendo-se entdo os extratos hexanico, acetato de
etila e metandlico das folhas.

Isolamento dos flavonéides de Kalanchoe brasiliensis

As folhas secas (110 g) de K. brasiliensis foram submetidas a
extragdo a frio com os solventes n-hexano, AcOEt e metanol, re-
sultando trés extratos distintos. Posteriormente, estes extratos fo-
ram testados para avaliar a inibi¢do da AChE em CCD. O teste com
o extrato AcOEt, positivo para a referida inibi¢do, foi entdo sub-
metido a particdo com os solventes n-hexano, diclorometano e
AcOEt. Da fracdo AcOEt, que apresentou atividade em AChE po-
sitiva, obtida da parti¢do, foram realizadas sucessivas colunas
cromatograficas usando-se gel de silica como adsorvente e solventes
convencionais, como n-hexano, diclorometano, AcOEt e metanol,
em forma pura ou mistura bindria. A fra¢ao n-hexano-diclorometano
(2:8) e n-hexano-diclorometano (8:2) forneceu 3 mg do flavondide
11 e 20 mg de uma mistura dos dois flavondides 9 e 10. Esta mis-
tura apresentou resultado positivo para inibicdo de AChE.

Medida da atividade de acetilcolinesterase

Solugées padroes

As seguintes solucdes foram preparadas: (1) 50 mM Tris/HCI
pH 8; (2) 50 mM Tris/HCI pH 8, contendo 0,1% de albumina sérica
bovina (BSA) frag@o V; (3) 50 mM Tris/HCI pH 8, contendo 0,1 M
de NaCl e 0,02 M de MgClz.GHZO; (4) 3 mM de acido 5,5’-ditiobis-
[2-nitrobenzdico] (DTNB ou reagente de Ellman), (5) 15 mM de
iodeto de acetilcolina (ACTI), (6) 1 mM de acido 5,5’-ditiobis-[2-
nitrobenzoéico] (DTNB ou reagente de Ellman) e (7) 1 mM de iodeto
de acetiltiocolina (ACTI).

A enzima AChE liofilizada foi dissolvida na solug¢do tampao
(1) para fazer uma solucéo estoque 1000 U/mL. Deixou-se a enzima
na solucdo por 20 min e, posteriormente, para obtencdo de uma
solucdo homogénea, procedeu-se a agitacdo por mais um periodo
de 10-15 min. Para as dilui¢des posteriores, utilizou-se a solucio
tampao (2).

Ensaio na microplaca

Para a reacdo enzimdtica no ensaio de microplaca, utilizou-se
uma leitora de microplaca Bio-Rad, modelo 3550 UV, absorbancia
a 405 nm, baseado no método de Ellman'®. A enzima hidrolisou o
substrato acetiltiocolina, gerando como produto a tiocolina, que
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reage com o reagente de Ellman, produzindo 2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitrobenzoato, que podem ser detecta-
dos a 405 nm. Nas 96 cavidades da placa, adicionaram-se 25 uL de
(5); 125 pL. de (4); 50 uL. de (2); 25 uLL da amostra a ser analisada,
dissolvida em MeOH, diluida 10 vezes em (1); mediu-se a absor-
bancia a cada 13 s por 5 vezes. Adicionaram-se 25 uL. da enzima
(0,22 U/mL); mediu-se novamente a absorbancia a cada 13 s por 8
vezes. Calculou-se a velocidade das reagdes utilizando-se o software
Microplate Manager version 4.0 (Bio-Rad Laboratories). Corrigi-
ram-se os aumentos em absorbancia, devido a hidrdlise esponta-
nea, por meio da subtracdo da velocidade da reacdo antes de se
adicionar a enzima da velocidade da reagdo depois de se adicionar
a enzima. A porcentagem de inibicdo foi calculada pela compara-
¢do das velocidades das amostras em relag@o ao branco (10% MeOH
no tampao 1).

Ensaio em cromatografia de camada delgada (CCD)

As amostras (1,5 - 2,5 puL) foram aplicadas em CCD, DC-
Alufolien, Silicagel 60 F254, 0,2 mm Merck. Borrifou-se a placa
com as solugdes (6) + (7), deixando por 3 min. Apés secar, borri-
fou-se a enzima 3 U/mL e, em 10 min, apareceu a coloracdo ama-
rela. Onde houve inibi¢do da enzima, observou-se um halo bran-
co’. Em cerca de 20 a 30 min, a coloracdo desapareceu.

Ensaios de atividade larvicida contra a larva do mosquito Aedes

aegypti
Os testes com os extratos hexanico, acetato de etila e metandlico

foram realizados nas concentragdes de 500, 250 e 100 ppm (Tabela
2). As amostras foram dissolvidas em 0,3 mL de dimetilsulf6xido,
completando-se o volume com dgua e larvas do mosquito no 3°.
estagio, até a obtengdo de 20 mL. Ap6s 24 h, as larvas mortas fo-
ram contadas. Realizaram-se os ensaios em duplicatas e em dife-
rentes concentragdes para posterior célculo de DL (concentragdao
da amostra capaz de matar 50% da populacdo de larvas). O
dimetilsulféxido foi utilizado como controle na mesma concentra-
¢do utilizada para dissolucdo da amostra.
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