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RESUMO

BARBOZA, Thiago José de Souza. Cultura de tecidos, aspectos fitoquimicos e avaliacao
dos potenciais citotdxico, antibacteriano e antibiofilme de Kalanchoe pinnata (Lam.)
Pers. cultivada in vivo e in vitro. 2017. 95f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2017

A cultura de tecidos vegetais viabiliza a producdo de biomassa vegetal e metabolitos
secundarios sob condicGes in vitro, em larga escala, reduzindo a necessidade de acesso ao
material estabelecido in vivo e consequente risco de extingdo a algumas especies. Kalanchoe
pinnata (Lam.) Pers., conhecida popularmente como saido-roxo, é utilizada na medicina
popular para tratamento de diversas enfermidades, tendo sido demonstrada também a atividade
antibacteriana in vitro de extratos metandélicos e etandlicos da espécie. A producdo e modulacao
de metabolitos de interesse antimicrobiano, como a quercetina, podem ser obtidas a partir da
cultura de tecidos vegetais. Sendo assim, explantes foliares de K. pinnata foram inoculados em
meio MS na presenca das auxinas PIC, 2,4-D, ANA e AIB e das citocininas KIN, BAP e TDZ
para morfogénese in vitro.Extratos aquosos e metanolicos de material in vivo e in vitro foram
obtidos e avaliados quimicamente por método colorimétrico e cromatografico.Para a avaliacdo
da atividade citotoxica foram utilizadas as linhagens de carcinoma humano HEp-2, Caco-2 e
T84, cultivadas na presenca dos extratos aquosos e dos flavonoides quercetina e rutina. A
atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de macrodiluicdo e a avalia¢do da atividade
antibiofilme foi realizada em Escherichia colienteroagregativa (EAEC 042). Foram obtidas
plantulas in vitro, que posteriormente foram aclimatizadas com sucesso. Na presenca de
fitorreguladores foram obtidos calos, culturas de células em suspensdo e raizes. A anélise
fitogquimica revelou a presenca de fenois, taninos, saponinas e 8 flavonoides nos diferentes
extratos. Os extratos aquosos de K pinnata ndo apresentam toxidez para HEp-2, porém sendo
as demais cepas sensiveis a estes extratos. Ao contrario, os flavonoides quercetina e rutina ndo
apresentaram citotoxicidade a nenhuma linhagem avaliada. A atividade antimicrobiana foi
observada no extrato de folha obtida in vivo, rutina e quercetina, sendo esta Gltima capaz de
inibir o crescimento bacteriano. A pesar de néo inibir o crescimento de EAEC 042, os extratos
de K. pinnata foram capazes de reduzir o crescimento de biofilme até valores superiores a 50%.
O cultivo com quercetina, foi capaz de inibir o crescimento de EAEC 042 e Staphylococcus
aureus e reduzir a formacéo de biofilme simples e misto destas duas bactérias, demonstrando a
atividade deste flavonoide, que pode ser considerado um dos principios ativos na inibi¢cdo do
crescimento bacteriano. Sendo assim, conclui-se que K. pinnata possui grande potencial de
cultivo in vitro, podendo ser explorado para a producao de metabolitos de interesse medicinal.

Palavras-chave: Crassulaceae. Citotoxicidade. Antibacteriano. Antibiofilme. Flavonoide.
Cultura de tecidos vegetais.



ABSTRACT

BARBOZA, Thiago José de Souza. Plant tissue culture, phytochemical aspects and
evaluation of the cytotoxic, antibacterial and antibiofilm potentials of Kalanchoe pinnata
(Lam.) Pers. grownin vivoandin vitro. 2017. 95f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2017

The plant tissue culture provides the in vitro production of secondary metabolites and plant
biomass on a large scale, reducing the need for access to the material growing in vivo. Kalanchoe
pinnata, popularly known in Brazil as saido-roxo, is used in folk medicine to treat various diseases, has
also been demonstrated in vitro antibacterial activity of methanol and ethanol extracts. The production
of metabolites with antimicrobial interest, such as quercetin, may be obtained by plant tissue culture.
Thus, leaf explants of K. pinnata were inoculated in MS medium in the presence of the auxins PIC, 2,4-
D, NAA and IBA and the cytokinins KIN, BAP and TDZ for in vitro morphogenesis. The phytochemical
evaluation was performed with colorimetric and chromatographic methods for agueous and methanolic
extracts of the material obtained in vivo and in vitro. To evaluate the cytotoxic activity were used the
human carcinoma cell lines HEp-2, Caco-2 and T84, cultured in the presence of extracts and the
flavonoids quercetin and rutin. The antibacterial activity was evaluated by the macrodilution method
and the evaluation of antibiofilm activity was performed in Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC
042). In vitro plants were obtained and acclimatized successfully. In the presence of growth regulators
were obtained calli, cell suspension cultures and roots cultures. Phytochemical analysis revealed the
presence of phenols, tannins, saponins and 8 flavonoids in different extracts. The aqueous extracts of K.
pinnata not show toxicity to Hep-2, but all other cells were sensitive to these extracts. Otherwise, the
flavonoids quercetin and rutin showed no cytotoxicity at all the evaluated cell lines. The antimicrobial
activity was observed in extract of leaves obtained in vivo, rutin and quercetin. Despite not inhibit the
growth of EAEC 042, the extracts of K. pinnata was able to reduce the biofilm growth above 50%. The
culture with quercetin was able to inhibit the growth of EAEC 042 and Staphylococcus aureus and to
reduce the formation of simple and mixed biofilm of these two bacteria, showing that this flavonoid can
be one of the active compounds in the inhibition of bacterial growth. In conclusion, K. pinnata have
great potential for in vitro cultivation and can be exploited for the production of metabolites of medicinal

interest.

Keywords:  Crassulaceae.  Cytotoxicity.  Antibacterial.  Antibiofilm.  Flavonoid.
Planttissueculture.
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INTRODUCAO

As plantas estdo relacionadas ao desenvolvimento humano h& milhares de anos. S&o a
base da medicina tradicional, sendo rica fonte de constituintes fitoquimicosque estdo na
composicdo de muitos farmacos. O uso de plantas medicinais é diverso em diferentes culturas
no mundo todo. No Brasil, 0 modo de consumo predominante em comunidades tradicionais €
na forma de chas, utilizando principalmente folhas e flores. Contudo, existem variadas formas
de uso de espécies com propriedades medicinais, considerando, inclusive, a diversidade vegetal
da nossa flora. A titulo de exemplo, s6 na regido do pantanal podem ser encontradas mais de
19 familias boténicas relacionadas ao uso medicinal por comunidades tradicionais. (PINTO et
al., 2017).

A atividade medicinal de plantas é atribuida a acdo de substancias provenientes do
metabolismo secundario vegetal. O metabolismo secundério difere do metabolismo primario
por ndo produzir compostos organicos diretamente relacionados ao crescimento e
desenvolvimento vegetal. No entanto, os metabdlitos secundarios, apesar de ndo vitais para 0s
vegetais, apresentam importantes funcGes, como protecdo contra infeccOes, atracdo de
polinizadores e dispersores e na interacao alelopética entre plantas. (OLIVOTO et al 2017).

Dentre as substancias de interesse medicinal, destacam-se as das classes de alcaloides,
glicosideos, antraquinonas, saponinas, terpenos e polifenois, como flavonoides e taninos
(SHAKYA, 2016).0s metabdlitos secundarios ou especiais sdo substancias de ocorréncia
restrita em grupos taxonémicos, podendo ser considerados marcadores quimicos para diferentes
taxons.Tais substancias podem ser amplamente obtidas por diferentes sistemas in vitro (SILVA
et al 2017).

O extrativismo ndo planejado de plantas para uso medicinal pode elevar o risco de
extingdo de algumas espécies. Este risco aumenta, principalmente, quando a coleta compromete
0 vegetal como um todo, como no caso do uso de raizes ou de herbéceas inteiras, que
inviabilizam a persisténcia da espécie no local de coleta. Para contornar estas situagdes, técnicas
de biotecnologia vegetal, como a cultura de tecidos vegetais, surge como uma ferramenta para
a producdo de material vegetal e metabolitos secundarios in vitro em larga escala, favorecendo
a reducdoda necessidade de acesso ao material estabelecido in situ (DELCHEH et al., 2014).

Mesmo considerando-se que estdo em condicdes artificiais, as necessidades de plantas
cultivadas in vitro s@o as mesmas daquelas estabelecidas no ambiente natural. Enquanto as
plantas que encontram-se no seu ambiente natural suprem sua demanda energética pela

fotossintese, a partir da fixacdo de carbono proveniente do CO atmosférico, sob condicGes in
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vitro esse carbono é fornecido em grande parte por meio da adicdo de agUcares no meio de
cultura. Nesse sentido, a composi¢do do meio de cultura é especifica para cada espécie, sendo
0 ponto chave para o estabelecimento e sucesso do cultivo de células e tecidos vegetais
(MOLNAR et al., 2011).
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1 CULTIVO IN VITRO E AVALIACAO MEDICINAL DE PLANTAS

1.1 Produgéo de metabdlitos especiais in vitro

Diversas formulaces de sais e vitaminas para meios de cultura vém sendo desenvolvidas
com vistas a suprir demandas especificas de cultivares. No entanto, existem formulactes
amplamente empregadas para diversas espécies, destacando-se a que foi proposta pelos
pesquisadores ToshioMurashige e Folke K. Skoog (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
denominada meio MS. A partir de estudos com o cultivo de calos de folhas de tabaco, o meio
MS foi elaborado por estes pesquisadores, se tornando hoje o meio de cultivo in vitro mais
utilizado em culturas de tecidos vegetais.

Um dos principais fatores de inducdo da resposta morfogenética/morfogénica in vitro séo
os reguladores de crescimento vegetal ou fitorreguladores. Sao substancias de baixo peso
molecular que mimetizam a a¢do de hormdnios vegetais naturais, denominados de fitormonios.
As principais classes de fitorreguladores utilizadas em culturas de tecidos vegetais sdo as
auxinas e citocininas. Dentre as auxinas comumente utilizadas in vitro, podemos destacar o
acido naftalenoacético (ANA), acido indolilbutirico (AIB), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D) e &cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (picloram - PIC). Entre as substancias que possuem
acao citocininicamais usadas podemos destacar a 6-furfurilamino-purina (cinetina - KIN), a 6-
benzilaminopurina (BAP) e a feniluréiacom acéo citocininica (mas também auxinica em alguns
casos) 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)-uréia (tidiazuron — TDZ) (CALDAS, 1998).

Ao contrario dos horménios animais, que possuem atividade especifica, os reguladores
de crescimento vegetal possuem uma baixa diversidade estrutural e regulam muitos processos
fisiol6gicos e morfogénicos de forma isolada ou sinergisticamente. A acdo de um fitorregulador
pode variar de acordo com a concentracao, estagio de desenvolvimento vegetal, presenca de
outras substancias ou fatores fisicos, podendo inclusive apresentar acOes antagbnicas
(ZABALAK et al., 2012).

Os efeitos biologicos sdo muitas vezes tipicos de determinada classe hormonal. Os
fitorreguladores do grupo das auxinas séo frequentemente utilizados in vitropara o estimulo ao
desenvolvimento de raizes adventicias. Ja o grupo das citocininas é amplamente empregado
para a producdo de brotos, necessitando posteriormente de uma etapa de enraizamento para o
estabelecimento de plantas inteiras. A combinacéo entre estas duas classes de reguladores pode
estimular o desenvolvimento de calos, que sdo massas celulares que se proliferam de forma
desorganizada, num processo denominado calogénese (ULLAH et al., 2014). Tantos as culturas
organizadas, formadas por plantas ou drgédos isolados, quanto as culturas desorganizadas,
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exemplificadas por calos e suspensdes celulares, sdo fontes de producéo in vitro de metabolitos
secundarios. Dentre os sistemas usados para a producdo in vitro de metabolitos secundarios,
destacam-se as culturas organizadas, como as que envolvem técnicas de micropropagacao e a
cultura de raizes adventicias, ou ainda as culturas de tecidos desorganizados anteriormente
mencionadas (FILOVA, 2014).

Existem trés vias primérias de morfogénese in vitro para a regeneracgdo de plantas a partir
do desenvolvimento de explantes, que sdo pequenos segmentos vegetais retirados de uma planta
para dar inicio a uma cultura. Estas vias sdo: a embriogénese somatica, gerando embrides
competentes a regeneracdo, a organogénese de brotoseo desenvolvimento de gemas pré-
existentes, seguida por organogénese de raizes para o estabelecimento vegetal. Ambas podem
ser obtidas de forma direta, quando os embrifes ou brotos se formam diretamente a partir do
explante, ou por forma indireta. Nesta Gltima, ha a producdo de calos a partir do explante inicial,
havendo a formacao dos embrides e brotos a partir destes calos previamente formados (Phillips,
2004). Tais respostas constituem a técnica de micropropagacao.

A micropropagacao € entdo reconhecida como a técnica que viabiliza a propagacao clonal
massiva in vitro a partir de explantes cultivados em meio de cultura especifico. Por meio desta
técnica, a biomassa vegetal pode ser elevada em um curto periodo de tempo para a extragdo de
metabdlitos de interesse, além da possibilidade da modulacdo e otimizagdo desta producéo
(GEORGE; DEBERGH, 2008).

Outro sistema de interesse no campo das medicinais € a cultura de raizes adventicias. A
producdo de raizes in vitro pode ser obtida a partir do cultivo de explantes radiculares ou pela
inducéo de outros explantes, como foliares e caulinares. A rizogénesevai depender do estimulo
fornecido por diferentes fitorreguladores e o balango hormonal (KERBAUY, 1998). Devido ao
contato direto com o solo na maioria dos vegetais, evolutivamente as raizes produzem
substancias para defesa contra a herbivoria e infecces (PARKER et al., 2012).Além da
importancia na fixac@o ao solo e absorcéo de nutrientes, estes 6rgaos podem produzir diversos
metabolitos especificos nos vegetais, como é o caso da escopolamina, alcaloide tropanico de
acdo anticolinérgica e antiespasmadica, sintetizado em raizes de Brugmasiacandida. A escala
de produgdo deste metabolito pode ser aumentada a partir do cultivo in vitro de raizes
transformadas da espécie em biorreatores (OTALVARO-ALVAREZ; VELASQUEZ-
LOZANO, 2014), o que tem sido observado também para outras espécies, como em Atropa
beladona (HABIBI et al., 2014).

O estimulo de fitorreguladores in vitro pode induzir a desdiferenciacdo de células dos

explantes e proliferacdo destas, formando massas celulares calogénicas. Estas massas podem
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representar um sistema altamente produtivo de metabdlitos especiais in vitro (CID, 1998). A
partir da dissociacdo destas células no cultivo em meio liquido, séo obtidas culturas de células
em suspensao, que tém como principal caracteristica a alta taxa de multiplicacdo. Este material
pode ser utilizado em escala comercial para a producdo de metabdlitos secundarios de interesse
farmacéutico, sendo desenvolvidos protocolos para producdo em larga escala de diversas
espécies (YUE et al., 2014).

1.2 Kalanchoe pinnata(Lamarck) Persoon

Membro da familia Crassulaceae, a espécie Kalanchoe pinnata (Lamarck) Persoon é uma
planta suculenta de porte herbaceo, medindo de 50 a 100 cm de comprimento (Figura 1a).
Apresenta caule de coloragdo marrom e folhas elipticas verde-amareladas, com filotaxia oposta
e bordo foliar crenado, podendo este apresentar coloracdo rosada. Caracteristicamente
apresenta reentrancias no bordo foliar apresentando gemas foliares (Figura 1b) que respondem
pela propagacao vegetativa da espécie (Figura 1c) (WHO, 2009). Apresenta inflorescéncia do
tipo paniculada, com flores pendentes em forma de sinos, de coloracdo amarelada e corola
avermelhada (Figura 1d). O periodo de floracdo ocorre entre 0s meses de novembro e marco,
possuindo formacéo de frutos em abril (RAJ et al., 2014).

Conhecida popularmente no Brasil como saido-roxo, folha da fortuna ou saido, K. pinnata
é cultivada em hortas e canteiros, devido ao seu uso medicinal e ornamental (OLIVEIRA et al.,
2003). O nome “folha da fortuna” faz mengao ao potencial das folhas da espécie em gerar varios
propagulos, a partir de suas gemas, produzindo vegetativamente novos individuos. Apesar de
possuir sementes viaveis, em condi¢fes de estresse a especie pode superexpressar genes
relacionados a embriogénese somatica e formacdo de meristemas apicais, atuando no
desenvolvimento das gemas em conversdo de plantas completas (GARCES et al., 2007).

A espécie ocorre comumente em areas quentes e secas, frequentemente em solos rochosos
com pouca &gua. Distribui-se amplamente em vérias regides da Africa e Asia, sendo cultivada
também em jardins e residéncias como espécie ornamental e medicinal (WHO, 2009). A espécie
tém sido atribuidas as atividades medicinais antibacteriana, antiparasitaria, citotoxica,

antimutagénica, antiviral, entre outras (RAJ et al., 2014).
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Figura 1 - Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. [Sin: Bryophyllumpinnatum (Lam.) Kurz.].

- —

(a) (b)

(c) (d)

Legenda: (a) -Habitus herbéceo; (b) - Detalhe da folha enfatizando o bordo foliar crenado; (c) - Propéagulo oriundo

de gema localizada nas reentrancias do bordo foliar; (d)- Inflorescéncia do tipo frouxa, pedicelada.
Fonte: Imagens de internet obtidas de Google Imagens. http://www.worldofsucculents.com. Acesso em
10.12.2016.

Do ponto de vista taxondmico, K. pinnata apresenta a sinonimia boténica
Bryophyllumpinnatum (Lam.) Kurz. Muitos problemas de classificacdo botanica séo
encontrados na subfamilia Kalanchoideae, sendo propostas diversas organizagdes para alguns
géneros. Aos géneros Kalanchoe, Bryophyllum e Kitchiningia é proposto que se tornem
divisdes de apenas um género, Kalanchoe (CHERNETSKYY, 2011).

A familia Crassulaceae mostra-se sistematicamente complexa e morfologicamente
diversa, devido em parte a grande adaptacdo recorrente ao ambiente arido a que estdo
submetidos seus representantes. Com distribuicio mundial nestes ambientes, ¢é
consideradacosmopolita, possuindo centros de diversidade no México, Africa do Sul,
Macaronésia e Himalaia (MORT et al., 2001). O estudo filogenético mais representativo da
familia Crassulaceae foi realizado por Berger (1930), reconhecendo 35 géneros em seis
subfamilias (Figura 2), sendo a subfamiliaKalanchoideae representada pelos géneros
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Kalanchoe, Bryophyllum e Kitchiningia. Atualmente, baseados em estudos de analise
filogenética a partir de cpDNA (DNA de cloroplastos), Hame t’Hart (1998) demonstraram a
presenca de muitos grupos polifiléticos nas subfamilias propostas por Berger. Deste modo, foi
proposta a reorganizacdo de Crassulaceae nas subfamiliasCrassuloideae e Sedoideae (Figura

2), sendo o género Kalanchoe e suas trés se¢des pertencentes a Sedoideae.

Figura 2 — Classificacdo taxondémica da familia Crassulaceae, proposta por Berger (1930) e
reorganizada por Ham& t’Hart (1998).
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Fonte:Mortet al., 2001.

1.2.1 Atividade antibacteriana de K. pinnata

Muitos estudos vém sendo realizados avaliando a atividade antibacteriana de extratos e
substancias isoladas de K. pinnata. Uma breve revisdo da atividade antibacteriana in vitro de

extratos da espécie é apresentada na Tabela 1.
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Extratos de folhas da espécie sdo amplamente utilizados nas formas aquosas, metandlica
e etandlica, apresentando atividade contra diversas cepas tanto gram-positivas quanto
negativas. Caules e raizes da espécie também tém sido avaliados em suas formas metanolicas e

aquosas, obtendo resultados positivos para tal atividade.

Tabela 1 — Atividade antibacteriana in vitro de extratos de Kalanchoe pinnata.

Cepa Material Tipo de Referéncia
testada botanico extrato bibliogréafica
i i Folhas AQquoso
Alcaligenesfaecalis Caules, Raizes  Aquoso, Metandlico Sharmaet al., 2014
Aspergillusniger Folhas, Caules, Etanolico Okwu;Nnami,
Perg g Raizes 2011a,b
Metandlico, Akinpelu, 2000;
Folhas Metanol 60%, Aibinuet al., 2007,
Etanolico Biswas et al., 2011

Bacillussubtilis

Folhas, Caules,
Raizes

Aquoso, Metanolico

Sharmaet al., 2014

Caules

Aquoso, Metanolico

Nwadinigwe, 2011

Bordetellabronchise

. Caules, Raizes
ptica

Aquoso, Metanolico

Sharmaet al., 2014

Citrobactersp. Folhas

Metanélico

Aibinuet al., 2007

Corynebacteriumdip Caules. Raizes

Aquoso, Metanolico

Sharmaet al., 2014

htheriae
Enterocozcusfaecall Folhas Metanélico Aibinuet al., 2007
Akinpelu, 2000;
- Aibinuet al., 2007;
Metanolico, Biswas et al.,2011;
Escherichia coli Folhas Metanol 60%, WU N di '
Etandlico Olwu; Nnami,
2011a,b; Pattewaret
al., 2013
) ) - Aibinuet al., 2007;
Kleb3|ella2neumon|a Folhas I\/IIEetzannéolli::coo, Okwu&Nnamdi.
2011a,b
Micrococcusluteus  Caules, Raizes Metanélico Sharmaet al., 2014
Propionibacterium Folhas AQquoso Kumaret al., 2013
acnes
Proteusvulgaris Folhas Metanol 60% Akinpelu, 2000
Aibinuet al., 2007;
Metandlico, Biswas et al., 2011;
Pseudomonas Folhas Metanol 60%, Okwu; Nnamdi,
aerudinosa Etanolico 2011a,b; Pattewaret
g al., 2013
Metandlico,

Planta inteira

Etandlico, Hexanico

Tatsimoet al., 2012
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. Folhas Metanélico Aibinuet al., 2007
paratyphi
o Metanolico, )
salmonella typhi Planta inteira Etanélico, Hexanico Tatsimoet al., 2012
Caules AQquoso Nwadinigwe, 2011
Serratiamarcescens Cal,JIes Aquqs_o Sharmaet al., 2014
Raizes Metandlico
. . Metanol 60%, Akinpelu, 2000;
Shigelladysenteriae Folhas Etanolico Biswaset al., 2011
Shigellaflexneri Folhas Metanolico Aibinuet al., 2007
Akinpelu, 2000;
Metanélico Aibinuet al., 2007;
Folhas Metanol 60%, Biswas ?t al., 20.11;
Staphvl Etandlico Okwu; Nnamdi,
aphylococcus 2011a,b; Pattewaret
aureus al., 2013
Caule Metanolico Nwadinigwe, 2011
Metanélico,

Planta inteira Tatsimoet al., 2012

Etanodlico, Hexanico

Além de extratos, algumas substancias isoladas da espécie tém demonstrado notada
atividade antibacteriana in vitro. O alcaloide identificado como 1-etanamino, 7 hex-1-yne-5I-
ona fenantreno foi isolado de extratos etandlicos de folhas, possuindo atividade inibitéria ao
crescimento de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e K. pneumoniae (OKWU;NNAMDI, 2011a).

A atividade inibitoria ao crescimento de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e K. pneumoniae
também foi observada no cultivo na presenca de dois flavonoides, 51- Metil-4l, 5, 7-trihidroxil
flavona 1 e 41, 3, 5, 7-tetrahidroxi 5-metil 51-propenamina antocianidina 2, isolados de extratos
etandlicos de folhas de K. pinnata (OKWU;NNAMDI, 2011b). Esta atividade também foi
observada na avaliacdo de 6 flavonoides derivados de kaempferol isolados de extratos
etanodlicos da planta, sendo ativos contra S. aureus, P. aeruginosa e Salmonella typhi
(TATSIMO et al., 2012).

O uso de extratos da espécie, juntamente com outras substancias, pode demonstrar a
otimizacdo da atividade antibacteriana. A utilizagdo dos extratos aquosos de K. pinnata e Aloe
barbadensis utilizados isoladamente apresentaram zona de inibi¢do minima em concentragdes
de extrato em torno de 103 paraS. aureus, E. coli, P. aeruginosa, Klebesiella sp., Proteus sp. e
Salmonella typhi. Por outro lado, a associagdo destes dois extratos em cultivo aumentou
atividade contra estas cepas, reduzindo a concentracdo minima efetiva para valores em torno de

107, demonstrando alto efeito sinergistico para esta atividade (ABUBAKAR et al., 2014).
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A associacdo de extratos a nanoparticulas também se mostra como uma estratégia para o
aumento da atividade medicinal. Nanoparticulas de prata, obtidas a partir da associacdo de
nitrato de prata (AgNO3) a extratos aquosos de folhas da espécie, possuiram a capacidade de
reduzir o crescimento de E. coli e S. aureus em cultivo em suspensédo. A adicdo de 1 mM de
AgNOs aos extratos formam nanoparticulas que apresentam atividade antibacteriana superior
aos extratos ou solucdes de AgNO3 avaliados sozinhos em cultura (BAISHYA et al., 2012).
Isto demonstra a possibilidade da jungéo de diferentes ciéncias ao estudo da espécie na busca

de agentes antibacterianos.

1.3 Relevancia do estudo do potencial antibacteriano com espécies vegetais

A resisténcia antimicrobiana a diversos tratamentos é considerada uma ameaca mundial
na area da satde. O consumo excessivo de antibioticos para uso humano e para a producédo de
alimentos na cadeia produtiva animal, além de fatores como a globalizacdo e um baixo controle
de infeccdes facilitou o aumento da resisténcia em cepas de bactérias, tanto gram-positivas
guanto gram-negativas, tornando urgente a busca por novos agentes antimicrobianos
(HUTTNER et al., 2013).

Altas taxas de resisténcia tém sido observadas principalmente em bactérias associadas a
doencas comuns de interesse em saude publica, como infec¢des urinarias e pneumonia em todas
as regibes do mundo. Entre as bactérias comumente relacionadas a infeccdes hospitalares e
infecgBes & populagdo humana estdo Escerichia coli, Klebsiellapneumoniae e Staphylococcus
aureus. Para as causadoras de infec¢bes principalmente em comunidadescarentes encontram-
se dentre outras Streptococcus pneumoniae, Shigella spp. e Neisseriagonorrhoea (WHO,
2014).

Dentre as bactérias enteropatogénicas, Escherichia colienteroagregativa (EAEC) é a
maior causadora de diarreia no mundo, sendo associada aos quadros de diarreia persistente
especialmente em criancas, individuos infectados com HIV e viajantes vindos de paises em
desenvolvimento (BERRY et al., 2014). Nestes paises, a causa de morte por diarreia persistente
para lactentes entre 1 e 11 meses € de 30%. Em criancas até 4 anos de idade esta taxa pode
chegar a 69% (RAHMAN et al., 2014).

Além de sua capacidade agregativa em células intestinais humanas, EAEC é capaz de
formar biofilmes em superficies. Esta conformacdo fornece resisténcia aos antibioticos, além
de alto grau de disperséo e reinfeccdo, podendo representar até 80% das causas de infeccoes

microbianas humanas (BUENO, 2014). A natureza dos biofilmes é capaz de protegé-los contra
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condicBes adversas como dessecacdo, UV, compostos toxicos e antibidticos, favorecendo a
persisténcia. Deste modo faz-se importante a busca por novos agentes antimicrobianos com
acao contra biofilmes (ABDEL-AZIZ; AERON, 2014).

Na busca por novos agentes antimicrobianos, diversas substancias oriundas de produtos
naturais tém sido avaliadas, recebendo aquelas de origem vegetal grande destaque em suas
propriedades antibacterianas (GYAWALLI; IBRAHIM, 2014). As atividades bioldgicas de
produtos naturais muitas vezes ndo sdo decorrentes de apenas um metabdlito isolado, mas de
uma combinacdo de diferentes substancias, sendo validada a utilizacdo de extratos vegetais
brutos (SARANRAJ; SIVASAKTHI, 2014).

Grande parte da atividade antimicrobiana de extratos vegetais esta relacionada a acéo de
flavonoides, substancias que apresentam também importancia nutracéutica, devido as suas
propriedades organolépticas em alimentos e atividades farmacoldgicas na salde humana
(TAPAS et al., 2008).

Os flavonoides sdo os principais representantes dos compostos fenolicos, que integram o
metaboliso secundario vegetal. Mesmo ndo sendo produzidos pelo metabolismo humano, 0s
flavonoides apresentam diversas atividades farmacol6gicas, como antialérgica, anti-
inflamatoria, vasodilatadora e antiulcerogénica. J& foram identificadas mais de quatro mil
substancias pertencentes ao grupo, tendo destaque para K. pinnata, as substancias do grupo dos
flavondis, como a quercetina e a rutina (LOPESet al., 2000).

Aos flavonoides, incluido quercetina, tém sido apontadas importantes propriedades
antimicrobianas e antiparasitaria, como antileishmania (MUZITANOet al., 2006, MUZITANO
etal., 2011) e antibacteriana (GATTOet al., 2002, MITTALet al., 2014, PRASADet al., 2014),
mostrando-se metabolitos de grande interesse em estudos antimicrobianos.

Dessa forma, torna-se relevante o estabelecimento de sistemas in vitro para a producao
continua de susbtancias bioativas com potencial antimicrobiano, sendo de especial interesse a

avaliacdo de flavonoides em especies da familia Crassulaceae.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estabelecer protocolos de cultivo in vitro de Kalanchoe pinnata visando a producéo de

metabolitos com potencial antibacteriano, comparando ao material cultivado in vivo.

2.2 Especificos

e Auvaliar a resposta morfogénica in vitro de diferentes explantes a partir da
suplementacdo do meio MS com diferentes fontes de carbono e fitorreguladores;

e Analisar extratos oriundos de plantas obtidas in vitro e in vivopara indicagédo
farmacognostica e possivel presenca de flavonoides;

e Auvaliar a citotoxicidade de extratos e de substancias ocorrentesemK. pinnata
obtida in vivo e in vitro;

e Auvaliar o potencial antibacteriano de extratos e substancias ocorrentes em K.
pinnata obtida in vivo e in vitro;

e Avaliar o potencial de inibicdo na formacéo de biofilmes de extratos e substancias

ocorrentes em K. pinnata obtida in vivo e in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material botanico

Exemplares de Kalanchoe pinnata foram acessados no bairro de Jacarepagua (Rio de
Janeiro RJ — 22°57°29.7”S, 43°21°13.3”W) ¢ cultivados in vivo em telado (Figura 3) no
Pavilhdo Haroldo Lisboa da Cunha (PHLC), na Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ), Campus Maracana. Um exemplar tipo foi depositado no Herbario da UERJ sob registro
HRJ 12515.

Figura 3 — Plantas de Kalanchoe pinnata cultivadas em telado no PHLC/UERJ.

Legenda: (a) Filotaxia; (b) detalhe da folha com bordo crenado; (c) aspecto da inflorescéncia destacando a
coloracéo; (d) detalhe da flor.
Nota: Comprimento de barras de 1 cm.
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3.2 Cultura de tecidos de K. pinnata

3.2.1 Estabelecimento in vitro de K. pinnata

Folhas de exemplares cultivados in vivo, em area sombreada, foram utilizadas como
fontes de explantes. O material foi lavado em agua corrente e detergente comercial neutro,
seguido de lavagem com solucéo de hipoclorito de sddio (NaClO) a 2%, sob agitacdo constante,
por 10 minutos. Em seguida, o material foi enxaguado trés vezes com &gua destilada estéril em
camara de fluxo laminar, sob condicdes assépticas.

Foram utilizados explantes de nervura mediana e do bordo foliar, incluindo as gemas
foliares, excisados em camara de fluxo laminar apos a esterilizacdo. Cada explante de 1 cm? foi
inoculado em meio de cultura estéril com a face abaxial em contato com o meio.

Todos os experimentos foram mantidos em cdmara de crescimento, sob fotoperiodo de
16h e temperatura de 26£2°C.

3.2.2 Uso de diferentes fontes de carbono na regeneracdo in vitro de K. pinnata

Explantes de bordo foliar contendo gemas foram inoculados em meio de cultura contendo
sais e vitaminas da formulacéo de MurashigeeSkoog (1962), denominado meio MS, na auséncia
de fitorreguladores (MS@), solidificado com 0,8% de agar e com pH final ajustado para 5,8,
com esterilizacdo a 121°C por 15 minutos. Como fontes doadoras de carbono, foram utilizados
0s agucares Dextrose, Sacarose e Sorbitol, nas concentra¢des de 60, 90 e 120 mM.

Foram inoculados explantes em frascos de vidro de 6,5 x 8,5 cm, vedados com tampas de
polipropileno. Para cada tratamento, foram utilizados 32 explantes, sendo inoculados quatro
explantes por frasco. A avaliacdo foi realizada ap6s 60 dias de cultivo, sendo registrados a
porcentagem de regeneracdo, o0 numero e o comprimento de folhas e raizes.

A aclimatizacdo das plantas desenvolvidas ex vitro foi realizada em telado sob
luminosidade natural tendo como substrato terra preta adubada. As plantas foram transferidas
diretamente da condigdo in vitro para ex vitro, sendo mantidas pelo periodo de sete dias, em
area sombreada, e posteriormente expostas a luminosidade natural, recebendo duas regas por
dia.



25

3.2.3 Uso de fitorrequladores na resposta morfogénica in vitro de K. pinnata

Acrescidos ao meio MS solido suplementado com 90 mM de sacarose (aproximadamente
30 g.L ™), foram utilizados diferentes fitorreguladores na concentracdo de 5 uM, concentrag&o
para estimulo a resposta morfogénica in vitro para citocininas ou auxinas isoladamente em
explantes da espécie (SANTOS et al. 2014). Do grupo das substancias com acdo citocinininca
foram utilizados KIN, BAP e TDZ e do grupo das auxinas, ANA, AIB, PIC e 2,4-D.

Para cada tratamento foram inoculados 20 explantes foliares contendo a nervura mediana
ou o bordo com uma gema, sendo inoculados quatro explantes por frasco de 6,5 x 8,5 cm,
vedados com tampas de polipropileno. Ap6s 60 dias de cultivo, foram aferidas as biomassas,
expressas em peso seco, de plantas (parte aérea e raizes), culturas de raizes e culturas de células

em suspensao.

3.2.4 Avaliacio da morfogénese em explantes obtidos in vitro

Explantes foliares e radiculares obtidos de plantas produzidasin vitro em meio MS solido
na auséncia de fitorreguladores foramposteriormentecultivados em frascos do tipo erlenmeyer
de 125 mL de volume e 5,5 x 10,5 cm, vedados com tampas de aluminio e filme plastico.

Explantes foliares, compreendendo a folha inteira medindo cerca de 1x1 cm, e 1 g de
raizes foram inoculados em meio MS liquido, na auséncia ou presenca das auxinas PIC, ANA,
2,4-D e AIB ou citocininas KIN, BAP e TDZ, na concentracgdo de 5uM. Foram utilizados cinco
explantes foliares por frasco, sendo todos os cultivos em meio liquido mantidos sob agitacao
constante a 114 rpm em agitador orbital. A avaliacdo se deu ap6s 60 dias de cultivo em sala de

crescimento, sob fotoperiodo de 16h e temperatura de 26+2°C.

3.3 Analise fitoquimica

3.3.1 Preparo de extratos e substancias ocorrentes em K. pinnata

Para analise fitoquimica e avaliacdo do potencial medicinal de K. pinnata, foram
utilizados extratos aquosos e metandlicos de folhas obtidas de plantas cultivadasin vivo, in vitro
e aclimatizadas. Para a parte vegetativa in vivo, plantas obtidas in vitro, culturas de raizes e
culturas de células em suspensdo, foram preparados extratos metandlicos. Os flavonoides
quercetina e rutina foram utilizados como substéncias representativas de flavonoides ocorrentes
na espécie (MUZITANO et al., 2011).

Os extratos aquosos foram preparados de acordo com o proposto por Muzitano e

colaboradores (2011). Para a extracdo, foi utilizada a parte aérea de plantas cultivadas in vitro
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em meio MS ausente de fitorreguladores e folhas de plantas cultivadas in vivo e de plantas
aclimatizadas, provenientes de regeneracdo em meio MS. As plantas cultivadas in vivoforam
coletadas no verdo, sendo cultivadas em telado sob iluminagéo natural.

O material fresco foi macerado mecanicamente com o auxilio de alofariz e pistilo e
posteriormente aquecido em agua destilada a 20% (propor¢do em peso de material fresco por
volume de &gua, p/v) a 50°C por um periodo de 30 minutos. Apos este periodo, o material foi
filtrado, congelado a -20°C e posteriormente liofilizado a -59°C sob pressdo de 60 umHg. Apos
a liofilizacao, o material foi ressuspenso em agua destilada estéril nas concentracfes necessarias
para experimentacao.

Para a extracdo metandlica foram utilizadas folhas, caules e raizes de material obtido in
vivo em cultivo sob luminosidade natural e coletado no verdo. Dos sistemas in vitro, foram
utilizadas para extracdo a cultura de raizes, culturas de células em suspensao e parte aérea de
plantas obtidas em meio MS solido sem fitorreguladores.

Todo material foi seco em estufa a 40°C, macerado mecanicamente em almofariz e pistilo
e imerso em metanol sendo mantido no escuro com agitacao constante em shaker a 114 rpm. A
cada dois dias o solvente foi removido, reservado e adicionado novo solvente ao material. Apds
sete dias, todo o solvente reservado de cada material foi removido e o extrato concentrado em
rotaevaporador a 45°C.

Os flavonoides quercetina e rutina (Sigma-Aldrich®) foram solubilizados em 1 mg de

substancia por mL de metanol.

3.3.2 Ensaiosfitoquimicos indicativos das classes de metabdlitos

A andlise preliminar para deteccéo de flavonoides, alcaloides, saponinas, fendis e taninos
foi realizada segundo protocolo exposto por Barbosa (2001).

Foram avaliados extratos metandlicos de folha, caule e raiz de planta cultivada in vivo e
parte aérea de planta obtida in vitro em meio MS@, além de cultura de raizes e cultura de células
em suspensdo. Foram avaliados também extratos aquosos de folhas, provenientes de planta
obtida in vivo, parte aérea obtida in vitro em meio MS@ e folhas de plantas aclimatizadas.

Para o teste com alcaloides foram utilizados dois reativos indicativos de presenca. O
Reativo de Mayer foi preparado a partir da solucdo de 1,36 g de cloreto de mercurio dissolvido
em 60 mL de agua destilada e 5 g de iodeto de potassio dissolvidos em 20 mL de agua destilada,
diluidas para um volume final de 100 mL de solucdo. Para o Reativo de Bouchardat, foi
preparada solucdo com 4 g de iodeto de potéssio e 2 g de iodo ressublimado diluidos em 100
mL de agua destilada.
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Dos extratos secos, 20 mg de cada foram dissolvidos em 5 mL de solugdo de &cido
cloridrico a 5%. Apds a filtracdo, foram adicionadas trés gotas dos reativos em cada tubo de
ensaio contendo extrato e em tubos contendo agua destilada como controle negativo. A
observacao da formacao de um precipitado de coloracdo branca, no Reativo de Mayer, e de
coloracdo laranja avermelhado para reagdo com o Reativo de Bouchardat sdo resultados
positivos da presenca de alcaloides.

Para o teste preliminar para a deteccdo de flavonoides, 20 mg dos extratos foram
dissolvidos em 20 mL de agua destilada. Apo6s a filtracdo, o material foi transferido para dois
tubos de ensaio, sendo em um tubo o extrato acidulado para pH 3 e no outro alcalinizado a pH
11. A presenca de diferentes tipos de flavonoides foi visualizada de acordo com a alteragéo da
coloracdo do extrato em pH &cido e basico.

Para a analise da presenca de saponinas nos extratos analisados, 20 mg de cada foram
dissolvidos em 5 mL de agua destilada e diluidos para 15 mL. Apds agitacdo vigorosa por 2
minutos em tubo fechado, a formag&o de uma camada de espuma estavel por mais de 30 minutos
foi considerada resposta positiva para saponinas espumidicas.

Por fim, a analise para fenais e taninos foi realizada a partir da solubilizacdo de 10 mg de
cada extrato em 5 mL de &gua destilada. Apos a filtracdo, o extrato foi transferido para um tubo
de ensaio onde foram adicionadas trés gotas de solugdo alcoodlica de percloreto de ferro a 1%.
Qualquer mudanca na coloracdo ou formacdo de precipitado foi considerada indicativa de
reacao positiva, quando comparada com o tubo de controle negativo. Extratos que apresentaram
coloracdo inicial entre o azul e o vermelho foram indicativos da presenca de fendis. A formacéo
de precipitado escuro de tonalidade azul indicou a presenca de taninos pirrogalicos, enquanto o
precipitado verde indicou a presenca de taninos catéquicos.

3.3.3Anélise de flavonoides livres e ligados a aclcares

Esta etapa do trabalho foi realizada na Central Analitica Fernanda Coutinho, no Pavilhdo
Haroldo Lisboa da Cunha, na UERJ, com auxilio do farmacéutico Eduardo Nunes da Fonseca.

O meétodo analitico para avaliagdo da presenca de flavonoides ligados a acucares foi
estabelecido segundo protocolo de Costa e colaboradores (2011). A analise dos extratos se deu
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrofotometria em ultravioleta com
detector por arranjo de diodos (CLAE-UV-DAD), utilizando o aparelho (Dione Ultimate 3000)
acoplado a uma coluna C18 (Dione Bonde Silica Produtos, uM, 4,6 x 250mm, 5um).

A fase maovel foi constituida de um gradiente composto por solugdo de agua milli-Q
acidificada com &cido acético glacial a 1%, com pH ajustado para 3 (solugdo A) e aceto nitrila
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(Solugéo B). Nos tempos de 0 a 30 minutos foi empregada variagéo linear de A - B na proporgao
de 95:5 (v/v) até 80:20 (v/v). De 30 a 40 minutos foi estabelecida a condig&o isocratica, com A
- B a80:20 (v/v). Por fim, de 40 a 47 minutos ocorreu a variacao linear de A - B de 80:20 (v/v)
até 95:5 (v/v), reestabelecendo a condicdo inicial. A taxa de fluxo do efluente foi mantida
constante a 1 mL/min, realizada em temperatura ambiente. A deteccdo foi realizada a 340 nm.

Apos o estabelecimento do método analitico, o material foi analisado quanto a presenca
de flavonoides livres. Para esta analise foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrofotometria em ultravioleta seguida de ionizacéo por elétron spray
e espectrometria de massas (CLAE-UV-IES-EM), em comprimento de onda de 254 nm. Para
realizacdo da CLAE foi utilizado um aparelho UPLC Shimizu composto por degaseificador
(DEU20AS), duas bombas (LC20AD), injetor automatico (SIL20AC), detector de UV com
comprimento de onda fixo (SPD20A), forno (CTO20A) e interface (CSM20A).

A separacdo das amostras foi realizada em coluna thermoscientific RP18 (250 mm x 4,6
mm, com particula de 5 A), com fluxo da fase mével de 0,5 mL.min sem programagcéo de
temperatura. A fase movel consistiu em um gradiente do tipo rampa, tendo inicio com 100% de
agua MilliQ acidificada com acido aceético glacial a pH 3,0 e 0% de acetonitrila. Em 120
minutos as concentragdes iniciais foram invertidas para 0% de &gua acidificada e 100% de
acetonitrila, reestabelecendo-se a condic¢éo inicial em 126 minutos.

Apo0s a passagem pelo detector de UV com lampada fixa em 254 nm, a fase mével foi
gaseificada pela técnica de lonizacdo por eletronspray no micrOTOF, em temperatura de 200°C
com fluxo de 9 pL.min e pressdo de 4 psi.

O espectrémetro de massas foi calibrado com solucdo de formiato de sédio 0,1 uM e foi
feita a varredura de massas com m/z 50 a 3000, no modo de ionizagao negativo. A energia de

ionizacdo foi de 10 eV com anélise somente de varredura MS.

3.4 Avaliagédo da citotoxicidade de extratos de Kalanchoe pinnata

3.4.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas para esta etapa do estudo as linhagens celulares HEp-2 (ATCC CCL23,
origindria de carcinoma de laringe humana), Caco-2 (ATCC HTB37, originaria de
adenocarcinoma de cdlon humano) e T84 (ATCC CCL248, originaria de carcinoma colo-retal).
Estas linhagens foram obtidas no Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia

da UERJ, local aonde foram realizados os ensaios de citotoxicidade, antibacteriano e
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antibiofilme, sendo utilizados protocolos para as analises rotineiramente empregados neste

departamento com modificacdes necessarias.

3.4.2 Cultivo e manutencéo celular

As células HEp-2 foram cultivadas em frascos plasticos contendo 5 mL de meio de cultura
essencial MEM (MinimalEssentialMedium, Gibco-BRL) na presenca de antibioticos, sendo 50
ug.mL* de gentamicina e 2,5ug.mL™ de fungizona. Asculturasforam suplementadas com 5%
de soro fetal bovino (SFB, Gibco) e 0,5% de glutamina 2,5 mM, sendo mantidas em estufa a
37°C com 5% de CO», por cerca de 2 a 3 dias, até atingir a confluéncia. O subcultivo foi
realizado a cada 2 ou 3 dias.

A linhagem celular Caco-2 foi cultivada em frasco contendo meio de cultura essencial
minimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco-BRL) acrescido de 10% de soro
fetal bovino (SFB), L-glutamina 2,5 mM, 50 pg.mL? de gentamicina e 2,5 pg.mL™ de
fungizona. As células foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera 5% CO., ocorrendo a
troca de meio a cada 2 ou 3 dias e o0 subcultivo a cada 7 ou 8 dias.

A linhagem celular T84 foi cultivada em frasco contendo uma mistura de meio Ham F12
e meio DMEM na proporc¢édo 1:1 (Gibco-BRL), acrescido de 10% de SFB, L-glutamina 2,5
mM, 50 pg.mL?* de gentamicina e 2,5 pg.mL? de fungizona. As células foram mantidas em
estufa a 37°C com atmosfera 5% COz, recebendo troca de meio a cada 2 ou 3 dias e o subcultivo
a cada 7 ou 8 dias.

Para o subcultivo das linhagens, os tapetes foram recobertos com solugédo de tripsina-
EDTA (tripsina 0,2% e EDTA 0,02% em PBS 0,01 M com pH 7,2) (Bird &Forrester, 1981).
Apos a remocdo da solucdo, as células foram desprendidas suavemente utilizando-se pipeta
com meio de cultura completo. A suspensdo contendo as células foi entdo dividida em dois
novos frascos, que foram incubados a 37°C, em atmosfera 5% CO. e 95% O; até a confluéncia
dos tapetes celulares.

3.4.3Bioensaio de citotoxicidade com extratos e flavonoides ocorrentes em Kalanchoepinnata

obtidos in vivo e in vitro

Foram avaliados extratos de K. pinnata quanto a citotoxicidade em concentracdo de
500pg.mL para os extratos metandlicos, 500 pg.mL™ e 1000 pg.mL* para os extratos aquosos
e 50 pug.mL'para os flavonoides quercetina e rutina. O ensaio foi realizado em placas de 96
pocos, apresentando tapetes celulares confluentes e aderidos, em volume de meio de cultura de

100 pL por poco. Sobre as culturas foram adicionados os diferentes extratos e substancias



30

solubilizados em PBS-D, mantendo-se em seguida o cultivo por 24h em estufa a 37°C e 5% de
CO.. No periodo correspondente a trés horas antes do término do cultivo (21h) foram
adicionados 5 mg.mL? de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
(MTT). Apos este periodo, a placa foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos para deposicéao
dos cristais de MTT formados. O sobrenadante foi descartado e os cristais solubilizados pela
adicdo de 100 pL de DMSO (100%) em cada orificio. A leitura foi realizada em leitor de
microplacas a 492 nm. Como controles negativos foram utilizados os cultivos celulares na
auséncia de tratamento e o cultivo na presenca de 5% de metanol. Como controle positivo, as

celulas foram cultivadas na presenca de metanol 100%.

3.5Avaliacéo do potencial antibacteriano de K. pinnata

3.5.1 Isolamento de cepas

Em todos os ensaios foram utilizadas cepas de referéncia, obtidas em sua maioria do
American TypeCultureCollection (ATCC, Rockville, MD, EUA). As demais cepas foram
oriundas da colecdo do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UERJ.
Foram utilizadas cepas bacterianas (Quadro 1), englobando Gram-positivas e Gram-negativas
de interesse clinico em saude publica.

Para montagem do estoque, as cepas foram semeadas com o auxilio de al¢as descartaveis
estéreis em placas de petri de 90 mm de diametro, contendo 20 mL de meio de cultivo s6lido
Mueller-Hintonagar (MHA, Oxoid Ltda.). O material semeado foi mantido em estufa a 37°C
por 18h para crescimento. Utilizando algas, as coldnias formadas nas culturas foramremovidas
e adicionadas em meios para estoque. As cepas foram estocadas a -70°C em meio
TrypticSoyBroth (TSB, Merck®) e SkimMilk (Sigma-Aldrich®) acrescidos de 20% de

glicerol, para impedir a cristalizagdo do material em congelamento.
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Quadro 1 — Cepas utilizadas nos ensaios para avaliacdo do potencial antibacteriano de
Kalanchoe pinnata.

Gram-positivas Gram-negativas
Espécie Cepa Espécie Cepa
Bacillusthuringiensis ATCC 33679 Citrobacterfreundii ATCC 12241
Enterococcusfecalis 29212 Escherichia coli EAEC 17-2
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcussaprophyticus ~ ATCC 15305 Escherichia coli ATCC 35218
. Escherichia coli
Staphylococcussimulans ATCC 27851 ) 042
enteroagregativa(EAEC)
Streptococcus pyogenes 8668 Escherichia coli K-12 C600
Escherichia coli K-12 HB 101

Klebsiellapneumoniae ATCC 700603

Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853

Salmonella
entericaserovarTyphimuri C20
um
Serratiamarcescens 7145
Shigellasonnei ATCC 25931

3.5.2 Ensaio de macrodiluicio

A avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos e substancias foi realizada a partir
do método do ensaio de diluicho em &gar (macrodiluicdo), utilizado por Soberén e
colaboradores (2007), com algumas modificacdes.

As cepas bacterianas dos estoques foram cultivadas para crescimento em tubos de ensaio
de 15 x 100 mm contendo 3 mL de meio Mueller-HintonBroth (MHB, Oxoid, Ltda.) mantidas
em estufa por 18h a 37°C. Apo6s a fase de crescimento, as culturas obtidas foram aliquotadas
em tubos de polipropileno estéreis para manipulacéo em trabalho.

Os diferentes extratos e substancias avaliados foram solubilizados em 20 mL de MHA,
em torno de aproximadamente 50°C, em meio ainda ndo solidificado e o conteddo final
despejado em placas de petri de 90 mm. Extratos de K. pinnata foram avaliados em
concentragio maxima de 1000 pg.mL™2. Como controles negativos do experimento foram
utilizados o meio MHA puro e 0 mesmo meio acrescido de 1% e 10% de MeOH, concentragéo
final apds a solubilizacdo de quercetina e rutina nas concentracdes de 10 e 100 pg.mL?,
respectivamente. Resultados de cepas que sofreram alteragdo no crescimento por influéncia do
solvente foram sinalizados, porém desconsiderados para resposta positiva da atividade dos

flavonoides.
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Para cada placa de tratamento foram semeados 2 pL de cada suspenséo bacteriana em
duplicata. Ap6s 24h de incubacdo em estufa a 37°C, o crescimento bacteriano foi avaliado.
Todo material e meios de cultivos foram previamente esterilizados por autoclavagem a 121°C

e pressdo por 20 minutos.

3.5.3Avaliacdo do potencial de inibicdo na formacao de biofilmes de EAEC 042

A avaliacdo do estabelecimento de biofilmes de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC
042) foi realizado a partir do ensaio espectrofotométrico de inibicdo de biofilme, utilizando
como referéncia o trabalho de Namasivayame Roy (2013) com algumas modificagdes.

As suspensdes bacterianas foram padronizadas e ajustadas a 0.14 nm de densidade éptica
(D.0.) em 520 nm, sendo adicionados 100 uL da suspensao em placas de 96 pocos. Em seguida
foram adicionados 0s extratos e substancias ocorrentes em K. pinnata em triplicata, sendo
mantido o cultivo em incubacdo por 18h a 37°C. Extratos aquosos foram avaliados nas
concentragdes de 500 e 1000 pg.mL?, extratos metandlicos na concentragdo de 1000 pg.mL e
os flavonoides quercetina e rutina ambos nas concentragdes de 5 e 50 pg.mL™.

Apbs a incubacdo, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100 pL de solu¢édo
corante de cristal violeta 1% (p/v) por 30 minutos. Apds este periodo, a solugdo foi removida e
o0s pogos foram gentilmente lavados com PBS-D, sendo em seguida adicionados 100 pL de
etanol 95%, mantendo em incubag&o por 15 minutos para solubilizagdo dos cristais. A leitura
foi realizada em leitor de microplacas a 570 nm. O célculo do indice de inibicao do crescimento

de biofilmes, expresso em porcentagem, se deu de acordo com a férmula:

indice de inibigdo (%) = D.O. no controle — D.O. no tratamento x 100

D.O. no controle

3.5.4 Avaliacdo do potencial antibiofilme da quercetina sobre biofilmes individuais e misto

As condicOes de obtengédo de suspensdes bacterianas e cultivo em placa de 96 pocos se
deu similarmente a forma apresentada no item 3.5.3. Foram utilizadaspara este experimento a
cepa de EAEC 042, como representante gram-negativa e S. aureus (ATCC 25923) como
representante gram-positiva.

Para a avaliacdo de cepas individualmente, foram inoculados 100 pL de suspensao
bacteriana de cada cepa por poco. Para avaliacdo de biofilme misto, foram inoculados 50 pL de
EAEC 042 e 50 pL de S. aureus no mesmo poco, totalizando o volume de 100 pL de suspensao

bacteriana.



33

Inicialmente foram estabelecidas as concentra¢@es inibitorias a 50% do crescimento
bacteriano (IC50) e concentracdo inibitéria minima (MIC) para EAEC 042 e S. aureus
isoladamente ou cultivadas juntas em mistura. As cepas foram inoculadas nos orificios em
sextuplicata na presenca de quercetina em concentragdo crescente de 1 a 250 pug.mL e mantidas
em estufa por 18h a 37°C. A leitura se deu em leitor de microplacas a 492 nm sendo feita a
diferenca entre a D.O. obtida nos pogos de tratamento e nos pogos de branco, constituidos por
um volume de 200 pL de meio de cultura acrescido de diferentes concentracfes correlatas de
quercetina, sem bactérias.

Para a avaliacdo de biofilmes, foram mensuradas a concentracdo inibitdria na formacéo
de 50% de biofilmes (BIC50) e a minima concentracdo inibitéria da formacdo de biofilmes
(MBIC). As cepas foram avaliadas isoladamente ou em mistura, na presenca de concentracdes
de quercetina de 1 a 250 pug.mL™* segundo protocolo descrito no item 3.5.3 para avaliagdo de
biofilmes.

Todos os experimentos foram realizados em sextuplicatas e repetidos ao menos trés vezes.

3.6 Analise estatistica

Para os experimentos de cultivo in vitro de K. pinnata, citotoxicidade de extratos e
avaliacdo antibiofilme, foi observada a diferenca estatistica entre os tratamentos a partir da
andlise de variancia dos dados, utilizando o programa GraphPad Prism®. A indicacdo da
diferenca significativa (p < 0,05) entre os resultados se deu a partir do teste de comparacao
maultipla de Tukey. A comparacdo da diferenca estatistica em rela¢do a um controle especifico

se deu pelo pos-teste de Dunnett (p < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Cultura de tecidos de K. pinnata

4.1.1 Influéncia da fonte de carbono na regeneracao in vitro

O protocolo de descontaminagdo mostrou-se eficiente para a manutencgéo da viabilidade
do material in vitro, ndo permitindo a contaminacdo em 100% dos explantes.

As gemas foliares presentes nos explantes obtidos de plantas in vivomostraram-se
competentes na regeneracdo de plantascompletasin vitro. Estas puderam ser recultivadas a
partir da inoculagéo de folhas obtidas in vitro em meio MS sem fitorreguladores, podendo este
processo ser repetido por periodo indeterminado.

Das diferentes fontes de carbono utilizadas para a regeneracdo de gemas em meio MS, a
sacarose mostrou-se como o aglicar mais adequado ao desenvolvimento de plantas (Figura 4).
Explantes cultivados em meios suplementados com dextrose ou sorbitol apresentaram baixa
taxa de regeneragdo, com excegdo do tratamento com dextrose na concentracdo de 120 mM,
que apresentou taxa comparavel a de sacarose (Figura 4).

Em todos os tratamentos com suplementacdo de sacarose foram observadas plantas
normais ap6s 30 dias de cultivo (Figura 5).

Plantas obtidas em meio suplementado com 90 mM de sacarose (Figura 6a) mostraram-
se plenamente competentes a aclimatizacéo, ndo sofrendo com o processo de transferéncia para

a condicdo ex vitro (Figura 6b).
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gema na presenca de diferentes fontes de carbono em meio MS sem

Figura 4 — Regeneragéo in vitrodeKalanchoe pinnataa partir de explantes foliares contendo
fitorreguladores, apds 60 dias de cultivo.
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Legenda: (a) — numero de folhas; (b) — comprimento de folhas; (¢) — nimero de raizes; (d) — comprimento de

raizes; (e) — porcentagem de regeneracao.
Nota: Valores marcados com asterisco (*) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). D — dextrose; SA —

sacarose; SO — sorbitol.
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Figura 5 — Plantas de Kalanchoe pinnata regeneradas in vitro em meio MS suplementado com
diferentes concentracdes de sacarose ap0os 30 dias de cultivo.

60 mM 90 mM 120 mM

Nota: Comprimento da barra de 1 cm.

Figura 6 — Aclimatizacdo de Kalanchoe pinnata apds 60 dias de cultivo in vitroem meio MS
com 90 mM de sacarose.

(@) (b)

Legenda: (a) — Plantas cultivadas in vitro em meio de cultura MS;(b) — Plantas aclimatizadas apds 14 dias em
substrato de terra preta.
Nota: Comprimento das barras de 1 cm.
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4.1.2 Uso de fitorrequladores na resposta morfogénica in vitro de K. pinnata

Os fitorreguladores testados foram capazes de estimular o desenvolvimento morfogénico
de explantes de planta cultivada in vivo em diferentes tecidos (Tabela 2). Utilizado como
controle, 0 meio MS ausente de fitorreguladores estimulou o desenvolvimento de plantas a
partir do explante de gema foliar, ndo promovendo, no entanto, resposta morfogénica em
explantes de nervura mediana.

O tratamento com as auxinas picloram e 2,4-D promoveu a proliferacdo de calos nos
explantes contendo nervura mediana, tendo o 2,4-D sido competente na proliferacdo de calos
também em explantes de gemas foliares. Ambos os tratamentos produziram massa calogénica
que ndo diferiu estatisticamente entre si em sua biomassa. Para as gemas foliares cultivadas na
presenca de picloram, houve a proliferacdo de raizes, sendo este o Unico tratamento que
apresentou tal resposta (Figura 7).

A partir de explantes de gemas foliares cultivadas em meio MS sélido, foram obtidas
plantas nos tratamentos com as citocininas KIN, BAP, TDZ (Figura 8) e as auxinas ANA e
AIB. Os tratamentos com estas auxinas induziram os maiores valores de peso seco de parte
aérea, tendo o tratamento com ANA gerado a maior biomassa radicular. Nenhum destes
fitorreguladores na concentracdo de 5 puM foi capaz de estimular resposta morfogénica em

explantes de nervura mediana, ausentes de gemas.



Tabela 2 — Respostas morfogénicas de explantes foliares de Kalanchoe pinnata apés 60 dias
de cultivo in vitro, em meio MS sélido acrescido de diferentes fitorreguladores na

concentragdo de SuM.

Respostas (Peso seco em grama)

Tratamento Explante Plantas Culturas in vitro
Parte Aérea Raizes Calos Raizes
Gema 0,028+0,007  0,010+0,006 - -
(MS@)
Nervura - - - -
KIN Gema 0,043+0,007  0,025%0,005 - -
Nervura - - - -
Gema 0,015+0,009 - - -
BAP
Nervura - - - -
Gema 0,012+0,003 - - -
TDZ
Nervura - - - -
Gema 0,074+0,021* 0,075+0,019* - -
ANA
Nervura - - - -
AlB Gema 0,074+0,032*  0,040+0,010 - -
Nervura - - -
PIC Gema - - - 0,026+0,012
Nervura - - 0,029+0,008* -
Gema - - 0,022+0,010* -
2,4-D
Nervura - - 0,021+0,005* -

Nota 1: Em cada coluna, valores marcados com (*) ndo diferem estatisticamente entre si (p>0.05).
Nota 2: Para os explantes responsivos ao tratamento hormonal, a resposta foi de 100% de indugdomorfogénica.
As respostas ndo observadas estdo marcadas com um traco (-).
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Figura 7 — Respostas morfogénicas de explantes foliares de Kalanchoe pinnata cultivados em
meio MS solido com 5 uM de diferentes auxinas, apos 60 dias de cultivo.

(@) (b)

(©)

(e)
Legenda: Cultivo a partir de explantes foliares em meio MS suplementado com 5 UM de auxinas. (a) — nervura em
2,4-D; (b) — gema em 2,4-D; (c) — nervura em PIC; (d) — gema em PIC; (e) — gemas em ANA,; (f) —

gemas em AIB.

Nota: Comprimento de barrasde 1 cm.
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Figura 8 — Respostas morfogénicas de explantes foliares de Kalanchoe pinnata cultivados em
meio MS sélido com 5 puM de diferentes cito/cininas, apos 60 dias de cultivo.

(@)

(c) (d)

Legenda: (a) — Cultivo de gemas em meio MS ausente de fitorreguladores;(b) — Meio de cultivo suplementado
com 5 uM de KIN; (c) — BAP; (d) - TDZ.
Nota: Comprimento de barras de 1 cm.

4.1.3Avaliacido da morfogénese em explantes obtidos in vitro

O cultivo de explantes foliares provenientes de plantas regeneradas em meio MS@,
propiciou o desenvolvimento de diferentes tecidos e 6rgdos, quando cultivados em meio MS
liquido na presenga de 5 uM de fitorreguladores (Tabela 3). Em meio MS na auséncia de
fitorreguladores, as gemas presentes em explantes foliares mostraram-se competentes na
regeneracgéo de plantas completas em meio liquido (Figura 9a). No entanto, raizes obtidas de
plantas regeneradas in vitro ndo apresentaram resposta proliferativa no cultivo em meio liquido
na auséncia de fitorreguladores.

Com relacdo ao cultivo na presenca de auxinas, a regeneragdo de plantas a partir de
explantes foliares foi observada apenas no cultivo com 5 uM de AIB, estimulando rapida

proliferagéo (Figura 9b).
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A desdiferenciagéo tecidual observada a partir de explantes foliares e posterior
proliferacdo de células, formando culturas de células em suspensdo (CCS) foi observada no
meio contendo PIC ou 2,4-D (Figuras 9c e 9d). A auxina PIC foi efetiva no desenvolvimento
de CCS da espécie, as quais puderam ser subcultivadas com inoculos de 1 grama de células,
garantindo a manutengdo do seu crescimento em meio liquido ou meio sélido (Figura 9e) e
gerando calos da espécie.

Apesar do estimulo a proliferacio celular, as CCS obtidas com 2,4-D
apresentarambiomassa trés vezes menor em comparacao as obtidas com PIC (Tabela 3). Com
relacdo ao cultivo com ANA, ndo houve a producdo de CCS, apenas oestimuloao inicio do
processo de desdiferenciacdo celular, porém de modo incompleto e insignificante.

O cultivo de raizes na presenca de AIB mostrou-se eficiente na proliferacdo homogénea
in vitro, apresentando crescimento e aumento do nimero de raizes (Figura 9f). A proliferacdo
de raizes também foi observada no cultivo de explantes radiculares em meio suplementado com
ANA ou 2,4-D (Figuras 9g e 9h). No entanto, esta proliferagdo mostrou-se pouco significativa
guantitativamente, apresentando diversos pontos de desenvolvimento de calos no tecido. Assim
como no meio ausente de fitorreguladores, os explantes radiculares ndo apresentaram resposta
morfogénica na presenca de PIC em cultivo.

As citocininas foram capazes de estimular o desenvolvimento de gemas pré-existentes
nas folhas para o desenvolvimento de plantas in vitro. No entanto, em comparagéo ao cultivo
obtido em MS@ (Figura 10a) ou AIB, as biomassas obtidas por frasco de cultivo em meio
contendo BAP, KIN ou TDZ (Figuras 10b, 10c e 10d) ndo revelaram diferenca estatistica
(Tabela 3). Os explantes radiculares cultivados na presencadestas citocininas ndo apresentaram

resposta morfogénica ou proliferativa nas condi¢6es analisadas.



Tabela 3 - Respostas morfogénicas em meio MS liquido a partir de explantes de Kalanchoe

pinnata cultivados por 60 dias na presenca de 5uM de fitorreguladores.

Respostas (Peso seco em grama)

Tratamento Explante
Planta CCS CR

Folhas 0,396 + 0,03* - i
MS@

Raizes - - .

Folhas - NS -
ANA

Raizes - - NS

Folhas 0,362 +0,118* - -
AlIB

Raizes - - 0,397 + 0,001

Folhas - 0,606 + 0,026* -
PIC ]

Raizes - - -

Folhas - 0,175 + 0,057 -
2,4-D

Raizes - - NS

Folhas 0,415 + 0,032* - -
BAP ]

Raizes - - -

Folhas 0,444 + 0,053* - .
KIN

Raizes - - .

Folhas 0,417 +0,029* - -
TDZ

Raizes - - .

Legenda 1: CCS — cultura de células em suspensdo; CR — cultura de raizes in vitro; NS — crescimento ndo

significativo em relagdo ao indculo inicial.

Nota 1: Em cada coluna, valores marcados com (*) ndo diferem estatisticamente entre si (p>0.05).
Nota 2: Valores representam média + desvio padrdo por erlenmeyer, sendo previamente inoculados 3 explantes
foliares ou 0,5 g de raizes por frasco.

Nota 3: Para os explantes responsivos ao tratamento hormonal, a resposta foi de 100% de indugdo morfogénica.
As respostas ndo observadas estdo marcadas com um traco (-).
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Figura 9 — Respostas morfogénicas de explantes excisados de plantas in vitrodeKalanchoe
pinnata napresencade diferentes auxinas, apos 60 dias dte cultivo.

(9) (h)
Legenda: (a) —CultivoemMSd; (b) - com 5 pM de AIB; (c)- PIC; (d) - 2,4-D; (e) - cultivo de calos em 5 uM de
PIC;(f)— Cultivo de raizes em5 uM de AIB; (g) — ANA,; (h) 2,4-D.
Nota: Comprimento de barras de 1 cm.
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Figura 10 — Respostas morfogénicas de explantes foliares excisados de plantas in
vitrodeKalanchoe pinnata em relacdo a presenca de diferentes citocininas, apos
60 dias de cultivo em meio liquido.

Sigry—

S

(a) (b)

(§« A g

gy

(c) (d)

Legenda: (a) - Cultivo de plantas meio MS ausente de fitorreguladores; (b) - Cultivo em meio suplementado com
5 uM de BAP; (c) - KIN; (d) - TDZ.
Nota: Comprimento de barras de 1 cm.

4.2 Anélise fitoquimica

A andlise fitoquimica preliminar dos extratos de K pinnatarevelou a possivel presenca de
saponinas e taninos em extratos metandlicos de folhas, caules e raizes de plantas cultivadas in
vivo. A possivel presenca de flavonoides foi observada em folhas e caules, ndo sendo constatada
em extratos metanolicos de raizes. Nao foram observados alcaloides e fendis nestes trés extratos
(Tabela 4).

O extrato aquoso de folhas obtidas in vivo, de coloracdo inicial lilas, indicoua presenca
de flavonoides, saponinas, fenois e taninos, exceto alcaloides (Tabela 4). A presenca de fendis
neste extrato difere do resultado obtido para 0 mesmo material em extracdo metanolica, que

apresentou coloracéo inicial verde sem reacéo positiva para essas substancias.
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A parte aérea de plantas obtidas em meio MS sem fitorreguladores apresentou resultado
positivo apenas para a analise de flavonoides, tanto para extratos metandlicos quanto aquosos.
Apos a fase de aclimatizacao, os extratos aquosos de folhas apresentaram reacao positiva apenas
para flavonoides, mantendo o perfil fitoquimico do cultivo in vitro.

De modo similar, o extrato metandlico de cultura de células em suspensdo, obtida pelo
cultivo de folhas em meio MS liquido suplementado com PIC, mostrou reacdo positiva apenas
para flavonoides. Para as culturas de raizes in vitro em meio MS suplementado com AIB, foi

observada reacgdo positiva para a presenca de flavonoides e saponinas (Tabela 4).

Tabela 4 — Andlise do perfil fitoquimicode extratos metandlicos e aquosos de diferentes
materiais deK. pinnataobtidosin vivo e in vitro.
Extratos Flavonoides! Alcaloides? Saponinas® Fenois* Taninos*

Folha + - + - +
" Caule + - + - +
3 Raiz - - + - +
‘2 Parte aerea in + ) i ) i
g vitro
S Cultura de + ) + ) )

raizes in vitro

CCS + - - - -
" Folhain vivo + - + + +
Q  Parte aérea in +
o . - - - -
= vitro
< Folhas

L + - - - -
aclimatizadas

Legenda: + = presenca da substancia quimica; - = auséncia da substancia quimica; * Teste para flavonas,
flavondis e xantonas; 2 Testes com reativo de Meyer e Bouchardat;  Teste para saponinas
espumidicas; 4 Teste com solugéo alcodlica de percloreto férrico.

A analise por CLAE-UV-DAD revelou a presenca de flavonoides ligados a agUcares
majoritariamente nos extratos de folha (Figura 11a) e planta regenerada in vitro (Figura 11b).
Estas duas amostras apresentaram perfisfitoquimicos semelhantes quando analisados seus
sinais em UV em 340 nm.

O sinal majoritario das amostras foi revelado no tempo de retencdo (TR) em torno de 39
minutos. Os outros dois sinais mais relevantes da amostra foram observados nos tempos em
torno de 33 e 41 minutos. Além destes, trés sinais menores foram identificados em ambas as
amostras nos tempos em torno de 34, 35 e 37 minutos. O sinal em 35 minutos apresenta-se mais
perceptivel no extrato de folhas cultivadas in vivo, enquanto que o sinal revelado em 37 minutos

é mais perceptivel no extrato de material cultivado in vitro.
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O padréo das curvas de cada sinal observado em ultravioleta indica a possivel presenca
de flavonoides em ambas as amostras. Para os demais extratos de material in vivo (caule e
raizes) e in vitro (cultura de células em suspenséo e cultura de raizes) analisados, ndo foram
observados sinais e padrdes indicativos da presenca de flavonoides ligados a agucares para a

condigéo analisada (dados ndo mostrados).

Figura 11 — Cromatograma de analise de flavonoides em extratos de Kalanchoe pinnata pelo
método de CLAE-UV-DAD a 340 nm.

WCstom

(a)

WLsion

(b)
Legenda: (a) - Extratos metanolicos de folhas obtidas in vivo; (b) - parte aéreade planta cultivada in vitro em meio
MS na auséncia de fitorreguladores.

A analise em CLAE-UV-IES-EM, no comprimento de onda de 254 nm, revelou a
presenca de diferentes compostos nos extratos analisados, sendo observados seis sinais em

extratos metanodlicos de folhas cultivadas in vivo, parte aérea cultivada em meio MS sem
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fitorreguladores, culturas de células em suspensdo e culturas de raizes. Foram revelados
também 13 sinais em extratos metanolicos de caule e 14 sinais em extratos aquosos de folhas
cultivadas in vivo.

Para esta analise, ndo foram observados sinais para o extrato metanolico de raizes
cultivadas in vivo e extratos aquosos de parte aérea cultivada em meio MS sem fitorreguladores
e folhas de plantas aclimatizadas.

A partir do célculo de intensidade relativa, tendo como base a relacdo massa/carga (m/z),
foram observadas sete substanciascomuns aos diferentes extratos para determinados tempos de

retencéo (Tabela 5).

Tabela 5 - Anéalise de massas (m/z) para sinais em tempos de retencdo em comum obtidos por
CLAE-UV-IES-EM a 240 nm para diferentes extratos de Kalanchoe pinnata
cultivada in vivo e in vitro.

TR (min) Folha Caule Raiz PA CCS CR FA

39,2 579.2 - - 579.2 - - -
39,8 579.2 - - 579.2 - - -
42,1 563.2 - - 563.2 - - 563.1
44,8 421.3 - - 421.3 - - 481.2
101,1 399.3 3993 - 399.3 399.3 - -
107,6 369.3 369.3 - 369.3 369.3 369.3 -
114 339.3 3393 - - 339.3 339.3 -

Legenda: (TR) - Tempo de retencdo para extratos metandlicos de folhas, caules, raizes, parte aérea cultivada in
vitro (PA), cultura de células em suspensdo (CCS), cultura de raizes (CR) e extrato aquoso de folhas
(FA).

4.3 Citotoxicidade de extratos de K. pinnata

As substancias quercetina e rutina ndo apresentaram toxicidadeao cultivo das diferentes
linhagens celulares avaliadas, assim como o metanol na concentragdo de 5%, que representa
valor acima do maximo de residuo presente nos extratos (Figura 12).

Nenhum dos extratos aquosos apresentou toxidez no cultivo celular da linhagem HEp-2.
Para 0s extratos metanolicos, a parte aérea cultivada in vitro e a cultura de raizes mostraram
toxidez significativa, reduzindo a viabilidade celular em torno de 50% em relagéo ao controle
avaliado (Figura 12).

As linhagens Caco-2 e T84 mostraram-se mais sensiveis ao cultivo na presenca de
extratos aquosos da espécie. Os extratos de folhas cultivadas in vivo,folhas de plantas

aclimatizadas e parte aérea da planta cultivada in vitro, em sua maior concentracdo
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(1000pg.mL1), mostraram-se toxicos a Caco-2.Para a linhagem T84, estes extratos
apresentaram toxidez tanto em 500 pg.mL quanto em 1000 pg.mL*(Figura 12).

Os extratos metanolicos ndo apresentaram reducédo da viabilidade celular ao cultivo de
Caco-2, com excecao do extrato de culturas de células em suspensdo, reduzindo a viabilidade
em torno de 50%. Para a linhagem T84, apenas o extrato metandlico de raizescultivadasin vivo

néo apresentou toxidez (Figura 12).
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Figura 12 - Citotoxicidade de extratos aquosos (H20), metanolicos (MeOH) e de substancias

ocorrentes em Kalanchoe pinnata apds 24 horas de cultivo a 37°C e 5% CO..
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; FA: Folhas de plantas

PA: Parte Aérea cultivada in vitro

Legenda: F: Folhas de plantas cultivadas in vivo;

aclimatizadas; Q:Quercetina; R: Rutina; MF: Folhas de plantas cultivadas in vivo; MC: Caule de plantas
cultivadas in vivo; MR: Raizes de plantas cultivadas in vivo; MPA: Parte Aérea cultivada in vitro;

MCCS: Cultura de células em suspensdo; MCR: Cultura de raizes in vitro. * = Difere estatisticamente

ao teste de Dunnett (P < 0,05).
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4.4 Avaliacdo do potencial antibacteriano

Os extratos aquosos de K. pinnata apresentaram reduzida atividade antibacteriana, néo
sendo capazes de inibir o crescimento de nenhuma das cepas analisadas. No entanto, foram
observadas reducdes no crescimento de C. freundii, B. thuringiensis, S. sonnei e E. coli K-12
(HB 101) na presenca do extrato aquoso de folhas cultivadas in vivo (Tabela 6). O extrato
aquoso de parte aérea de planta cultivada em meio MS ausente de fitorreguladores ndo interferiu
no crescimento das cepas. Porém, o extrato aquoso de folhas de plantas aclimatizadas, levou a
reducdo do crescimento de S. simulans (Tabela 6).

Apesar de ndo inibir o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, 0s extratos aquosos e a
quercetina estimularam a producdo de pigmento de cor amarela na col6nia formada (Figuras
13b e 13c). Esta coloragéo ndo foi observada no controle, contendo apenas meio Mueller-
Hinton Agar (Figura 13a) ou suplementado com metanol nas concentragdes avaliadas e no
cultivo com rutina nas concentragdes testadas.

Na concentracdo de 10 pug.mL? a rutina foi capaz de reduzir o crescimento de P.
aeruginosa e C. freundii. Ja a quercetina em mesma concentracdo reduziu o crescimento P.
aeruginosa, C. freundii, E. coli (17-2), S. marcescens e B. thuringiensis. Quando a concentracdo
destas substancias foi elevada para 100 pg.mL™* em cultivo, a rutina foi capaz de reduzir o
crescimento de todas as cepas com excecdo de E. faecalis, ao passo que a quercetina inibiu o
crescimento de todas as cepas analisadas (Figura 13d) (Tabela 6).

Em S. macescens cultivada na presenca de 100 pg.mL™ de rutina foi observado baixo
crescimento e auséncia de pigmentacdo da coldnia. Para esta mesma cepa, foi observada a
reducdo da intensidade de coloracdo do pigmento quando em cultivo na presenga de 10 pg.mL"
! de quercetina (Figura 13c).

Os controles utilizando metanol estavam relacionados a concentragéo final deste solvente
na placa contendo quercetina ou rutina, devido ao fato destas substancias serem sollveis apenas
nesta condicdo. Na concentracdo de 10%, o metanol em cultura mostrou influéncia no
crescimento das cepas de P. aeruginosa, C. freundii, E. coli (17-2), E. coli (ATCC 25922) e S.
aureus. Sendo assim, os resultados de redugéo ou inibicdo do crescimento destas cepas na
presenca de 100 pg.mL™ de rutina e quercetina ndo puderam ser considerados. De modo
contrario, como 10% de metanol em cultivo ndo apresentouinfluéncia no crescimento das

demais cepas, para estas, os resultados puderam ser validados.
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Tabela 6 - Crescimento bacteriano na presenca dos flavonoides quercetina e rutina e de extratos aquosos e metandlicos (ug.mL™) de Kalanchoe
pinnataobtidain vivo e in vitro.

F C RZ PA CCS RIV AF APA AFA Q RU MeOH RU Q MeOH

Cepas 1000 1000 1000 1000 500 500 1000 1000 1000 10 10 1% 100 100 10%
P. aeruginosa (ATCC 27853) NT NT NT NT NT NT - - - R R - R | R
C. freundii (ATCC 12241) R R R - A A R - - R R - R | R
E. coli enteroagregativa (17-2) A A R - A A - - - R - - R 1 R
E. coli (ATCC 25922) R R R - A A - - - - - - R | R
S. aureus (ATCC 25923) R - A - A A - - - - - - R | R
S. marcescens (7145) R - R - A A - - - R - - R 1 -
S. simulans (ATCC 27851) R R R - A A - - R - - - R | -
B. thuringiensis (ATCC 33679) R R R - A A R - - R - - R 1 -
S. saprophyticus (ATCC 15305) NT NT NT NT NT NT - - - - - - R | -
S. entericaserovarTyphimurium (C20) - - R - A A - - - - - - R | -
E. faecalis (29212) - - R - A A - - - - - - - | -
E. coli K-12 (C600) - R R - A A - - - - - - R | -
S. sonnei(ATCC 25931) - R R - A A R - - - - - R | -
E. coli (ATCC 35218) R - R - A A - - - - - - R | -
S. pyogenes (8668) - - I - A A - - - - - - I | -
E. coli K-12 (HB 101) R - R - A A R - - - - - R | -
K. pneumoniae (ATCC 700603) NT NT NT NT NT NT - - - - - - R | -
E. colienteroagregativa (042) R R R - A A - - - - - - R | -

Legenda: Extratos metandlicos — F: folhas; C: caule; RZ: raizes; PA: parte aérea cultivada in vitro; CCS: cultura de células em suspensdo; RIV: raizes cultivadas in vitro.
Extratos aquosos - AF: folhas de planta cultivada in vivo; APA: Parte aérea cultivada in vitro; AFA: Folha de planta aclimatizada. Flavonoides - RU: Rutina; Q:
Quercetina. A = aumento; R = reducdo | = inibi¢do; NT = ndo testado; Traco (-) = crescimento similar ao controle em MHA.

Nota: Dados grifados em vermelho ndo puderam ser validados devido a influéncia do solvente no controle (MeOH 10%).
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Figura 13 — Atividade antibacteriana de extrato aquoso de folhas de Kalanchoe pinnata e do
flavonoidequercetina apds 24h de cultivo a 37°C.

(c) (d)

Legenda: (a) - Cepas cultivadas em meio MHA,; (b) cultivo na presenca de 1000 pug.mL* de extrato aquoso de
folhas in vivo; (c) — de quercetina na concentragdo de 10 pg.mL™; (d) — e de quercetina na concentragio
de 100 pg.mL?™ 1 - P. aeruginosa (ATCC 27853); 2 - C. freundii (ATCC 12241); 3 - E.
colienteroagregativa (17-2); 4 - E. coli (ATCC 25922); 5 - S. aureus (ATCC 25923); 6 - S. marcescens
(7145); 7 - S. simulans (ATCC 27851); 8 - B. thuringiensis (ATCC 33679); 9 - S. saprophyticus (ATCC
15305); 10 - S. entericaserovarTyphimurium (C20); 11 - E. faecalis (29212); 12 - E. coli K-12 (C600);
13 - S. sonnei (ATCC 25931); 14 - E. coli (ATCC 35218); 15 - S. pyogenes (8668); 16 - E. coli K-12
(HB 101); 17 - K. pneumoniae (ATCC 700603); 18 - E. colienteroagregativa (042).

Nota: Comprimento de barras de 1 cm.

Ao contrério da atividade de extratos aquosos, 0s extratos metanolicos da planta cultivada
in vivo apresentaram notada atividade antibacteriana. Foram observadas reducbes no
crescimento de nove cepas em extratos metanolicos de folha, sete cepas em extrato metandlico
de caule e 13 cepas em extrato metandlico de raizes, sendo este Gltimo efetivo na inibi¢do do

crescimento de S. pyogenes na concentragdo de 1000 pg.mL™. Para os extratos metanolicos de
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parte aérea de plantacultivadain vitro, culturas de células em suspenséo e cultura de raizes, ndo

foi observada atividade de reducdo ou inibi¢do do crescimento bacteriano (Tabela 6).

4.5Avaliacdo da atividadeantibiofilme

A formagéo de biofilmes de E. colienteroagregativa (EAEC 042) mostrou-se alterada
quando em cultivo na presenca dos extratos aquosos de K. pinnata e de quercetina (Figura 14a).
Apesar de ndo expressar inibicdo do crescimento desta cepa no ensaio de macrodiluicdo, 0s
extratos aquosos de folhas da planta cultivada invivo foram capazes de reduzir a formacéo de
biofilme de EAEC 042 a valores acima de 50%. Tal reducdo também foi observada na presenca
de extratos aquosos de folhas de plantas aclimatizadas. Ambos os extratos apresentaram
inibicdo do crescimento nas concentragdes de 500 ou 1000 pg.mL*(Figura 14a).

Apesar do resultado positivo para os extratos aquosos de folha in vivo e de planta
aclimatizada, os extratos aquosos de parte aérea de planta cultivada in vitro ndo foram capazes
de apresentar reducdo significativa na formacdo de biofilme. A auséncia de inibicdo também
foi observada no cultivo bacteriano na presenca de rutina nas concentra¢fes de 5 ou 50 pg.mL”
! e na presencadequercetina em 5 pug.mL™ (Figura 14b).

No entanto, na maior concentragdo testada (50 pg.mL™), a quercetina foi capaz de reduzir
a formacéo de biofilme em uma taxa préxima a 50%, assim como os extratos aquosos de folhas

de plantas in vivo e aclimatizadas.
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Figura 14 — Formacao de biofilmes de EAEC (042) ap6s 18h de cultivo a 37°C na presenga de
extratos ~ aquosos,  metandlicos e  substanciasocorrentesemKalanchoe
pinnata(ug.mL™?) cultivada in vivo e in vitro.
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Legenda: (a) — Extratos aquosos; (b) — Extratos metanolicos e flavonoides. F: Folha de planta cultivada in vivo;
C: caule cultivado in vivo; PA: Parte aérea de planta cultivada in vitro; FA: Folha de planta
aclimatizada; CCS: cultura de células em suspensdo; RIV: Raiz de plantacultivadain vitro; Q:
quercetina; R: rutina; * Valores ndo diferem estatisticamente do controle ao teste de Dunnet (P < 0,05).

Os extratos metandlicos de K. pinnata demonstraram influéncia sobre a formacao de
biofilmes de EAEC 042. A maior atividade inibitoria foi observada em extrato metandlicos de
raizes da espécie, em concentragdo de 1000 pg.mL, com indice de inibi¢do em torno de 60%.
Nesta mesma concentracao, extratos de folhas, parte aérea cultivada in vitro, cultura de células
em suspensdo e cultura de raizes demonstraram atividade inibitoria proxima a 40%. Para o
extrato metandlico de caule, o indice de inibigdo foi de aproximadamente 50%(Figura 14b).

Os biofilmes e o crescimento bacteriano de EAEC 042 e S. aureus individualmente ou
em mistura foram avaliados na presenca de diferentes concentracdes de quercetina pura (Figura
15). EAEC 042 se mostrou menos sensivel a presenca de quercetina para 0 crescimento
bacteriano e estabelecimento de biofilme quando comparado a S. aureus. Quando as duas cepas
foram avaliadas em mistura, foi observado que ha a tendéncia a concentracdo efetiva de
quercetina para inibicdo do biofilme na mistura se igualar & concentragéo efetiva para inibicéo
de biofilme de EAEC 042 avaliada isoladamente.

A concentracdo de quercetina requerida para as afericbes feitas para os biofilmes
representam o dobro das concentra¢fes necessarias para inibi¢cdo do crescimento bacteriano.
Para S. aureus, a IC 50 e a MIC estdo em torno de 27 e 52 pg.mL*? de quercetina,
respectivamente. Para ambos, EAEC 042 e a mistura das cepas, os valores de IC50 e MIC séo

proximos a 38 e 77 pug.mL?, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15 — Avaliagdo do potencial antibiofilme da quercetina (ug.mL™) sobre EAEC 042 ¢ S.
aureus cultivados isoladamente ou em mistura.
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Legenda: Ec — Escherichia colienteroagregativa (EAEC 042); Sa — Staphylococcus aureus (ATCC 25923); MBIC
— minima concentracdo inibitéria para formacdo de biofilme; BIC50 — concentracdo inibitdria a
formacéo de 50% de biofilme; MIC — minima concentracao inibitoria ao crescimento bacteriano; 1C50
— concentracdo inibitdria ao crescimento bacteriano em 50%.

Quanto a avaliacdo da formagao de biofilmes, S. aureus presenta BIC50 em 53 pg.mL™*?
e MBIC em 100 pg.mL™ de quercetina. Para EAEC 042 e biofilme misto das duas cepas, 0
valor médio de BIC50 é de 74pg.mL* e de MBIC de 200 pg.mL™, o dobro da concentragdo de
guercetina necessaria para mesmo efeito em biofilme de S. aureus isoladamente (Figura 15).

Os resultados relativos as atividades citotdxica, antibacteriana e antibiofilme de extrato
aquoso de folhas, quercetina e rutina estdo reunidos no artigo “Cytotoxic,
antibacterialandantibiofilmactivitiesofagueousextractsofleavesandflavonoidsoccuring in
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.”, publicado no peridodico “JournalofMedicinal

PlantsResearch”, conforme Apéndice A do presente trabalho.
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5 DISCUSSAO

O protocolo estabelecido para descontaminacao das folhas obtidas de plantas cultivadasin
vivo mostrou-se eficiente. Apesar de a espécie apresentar folhas de consisténcia crassa, 0
hipoclorito de soédio (NaClO) a 2% foi suficiente para descontaminacdo e garantia da
manutencdo da viabilidade dos tecidos, permitindo o desenvolvimento de plantas sadias em
meio MS. Além do NaClO, a lavagem com solucdo de etanol 70% também pode ser utilizada
para garantir a limpeza de K. pinnata cultivada em condi¢bes naturais, sempre seguida de
lavagens com agua destilada estéril para remocdo dos agentes desinfestantes (LEAL-COSTA
etal., 2010).

O uso de detergente comercial também foi favoravel a descontaminacgéo foliar. Solugdes
a base de cloro, tais como o hipoclorito de sédio, possuem acdo germicida e sdo amplamente
utilizadas para descontaminacdo de explantes. A associacdo destas solugbescom detergentes e
surfactantes, como o Tween 80 por exemplo, melhora o contato das substancias
descontaminantescom os tecidos vegetais, uma vez que elimina a tensao superficial do material,
elevando a taxa de descontaminacdo (GRATTAPAGLIA;MACHADO, 1998).

A propagacao in vitro de K. pinnata a partir de gemas foliares foi alcan¢ada com sucesso
a partir do cultivo em meio MS. Este meio de cultura é conhecido por ser uma das formulacdes
mais completas para as respostas in vitro e mostrou conter 0s nutrientes necessarios para o
desenvolvimento dessas gemas formando plantas completas e competentes a aclimatizacdo,
como ja observado em outros trabalhos com a espécie (LEAL-COSTA et al.,, 2010;
MUZITANO et al., 2011).

Além dos constituintes do meio de cultura, o cultivo in vitroé realizado sob condicGes
controladas de fatores fisicos e quimicos. No caso de fatores fisicos, a luminosidade é uma
condicdo que tem sido bastante investigada, por exemplo. A presenca de luz é extremamente
importante no controle da expressdo dos genes BRANCHED1 (BCR1), que sdo relacionados a
promogdo de dorméncia em gemas. A exposicdo a luminosidade direta, com maior
concentragdo de comprimento de onda vermelho em relagéo ao vermelho extremo, associada a
excisdo do explante, favorecem a represséo destes genes, promovendo o desenvolvimento de
plantas (GONZALEZ-GRANDIO;CUBAS, 2014).

Em relacdo aos fatores quimicos, ou seja, substancias que sdo suplementadas ao meio de
cultura, a concentracdo de acUcares tem grande relevancia no desenvolvimento de gemas. A
adicdo de sacarose estimula a divisdo de células meristematicas das gemas, promovendo a

progressédo do ciclo celular diretamente ou por via indireta, a partir da reducdo da expresséo de
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BRC1. A concentracdo de acucares exdgenos nesta resposta in vitro mostra-se substancialmente
mais relevante do que a concentracdo de auxinas enddgenas, atuantes no bloqueio do
desenvolvimento de gemas (MASON et al., 2014).

O cultivo em meio MS suplementado com sacarose mostrou-se o0 mais eficiente no
desenvolvimento in vitrode gemas de K. pinnata. No entanto, a multiproliferacdo de brotos ou
plantas a partir de gemas foliares necessita de mais estudos. No presente trabalho, todos os
tratamentos a que estes explantes foram submetidos resultaram apenas na producdo de uma
planta por gema, demonstrando o forte padrdo genético para a propagacao vegetativa por esta
via.

A concentracdo de 90 mM de sacarose pode ser considerada a mais propicia ao
desenvolvimento in vitro de K. pinnata, por apresentar valores superiores ou que nao diferem
estatisticamente em todos os parametros avaliados. A sacarose tem sido o carboidrato de
escolha na maioria dos estudos em culturas de tecidos vegetais. Sua concentragdo mais
amplamente utilizada esta em torno de 30 g.L, ou 90 mM, sendo, no entanto, necessario o
ajuste para cada espécie em estudo, visando a otimizacédo da producdo (SINGH;PATEL, 2014).
O cultivo em meio de cultura contendo sacarose leva a alta taxa de sintese e acimulo de
substancias vitais quando comparado a cultivos com sorbitol ou outros agucares. Este fendmeno
pode estar metabolicamente relacionado a maior taxa de regeneracdo e desenvolvimento in
vitroem cultivo com sacarose (MELLO et al., 2001).

Embora a suplementacao dos meios de cultura com agucar seja considerada essencial para
suprir a demanda energética vegetal, sendo uma variavel nutricional no cultivo in vitro,a
elevacdo da concentracdo de aglcares acima de um ponto 6timo pode levar a um estresse
osmético nas culturas, prejudicando o processo morfogénico (PAIVA NETO;OTONI, 2003).
Apesar de muitas vezes ndo afetar diretamente na taxa de regeneracdo, 0 aumento da
concentracdo de diferentes aglcares a valores superiores a 3% (aproximadamente 90 mM) pode
levar & expressiva diminui¢do do nimero e comprimento de brotos e raizes em cultivos in vitro
(GAUCHAN, 2012; PANATHULA et al., 2014). De modo contrario, concentracdo de agtcares
em meio de cultura abaixo de 60 mMpode causar a hiperidricidade do cultivo, reduzindo a
viabilidade e taxa de regeneracdo dos explantes (BAHMANI et al., 2009). Por apresentar o
maior numero médio de raizes e demais parametros equiparaveis em sua maioria com os obtidos
no cultivo com sacarose, a dextrose em 120 mM pode ser considerada uma alternativa a
sacarose no cultivo in vitro para regeneracéo de plantas da espécie.

Outro fator importante para o desenvolvimento in vitroé o uso de fitorreguladores. Sabe-

se, por exemplo, que a adicdo de citocininas suplementadas no cultivo in vitroestimulaa
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proliferacdo celular e a morfogénese, sobretudo em tecidos meristematicos, propiciando o
desenvolvimento de gemas e brotos (ZABALAK et al., 2012).

Neste trabalho, de modo geral, as citocininas ndo forneceram estimulo para a
morfogénese em explantes foliares da regido da nervura mediana. No entanto, todas as
citocininas testadas apresentaram potencial para o desenvolvimento de gemas foliares em
plantas, tanto em meio solido quanto liquido. Alguns autores indicam que diferentes
concentracdes e combinacbes com as citocininas TDZ e BAP podem induzir alta taxa de
regeneracdo de plantas por gemas, porém, ndo sendo eficientes na multiproliferacdo, gerando
apenas um broto por gema pré-existente (NAZ et al., 2009).

O cultivo in vitro com auxinas, ao contrério das citocininas, ndo se mostrou homogéneo
em termos de resposta morfogenética.No presente trabalho, foram observadas respostas
morfogénicas diferenciadas em explantes de gemas e de nervuras. Os cultivos de gemas foliares
com as auxinas AIB ou ANA auxiliaram no desenvolvimento de plantasinvitroda espécie. Este
efeito tambeém foi observado nos estudos in vitro com Kalanchoetomentosa, onde o cultivo na
presenca de ANA isoladamente ou em combinacdo com BAP pode induzir o rapido
desenvolvimento de brotos por organogénese direta a partir de apices caulinares (KHAN et al.,
2006). No entanto, o cultivo de explantes foliares na presenca de altas concentracdes de
fitorreguladores, como 10 uM de ANA associado a concentracfes de TDZ ou BAP pode reduzir
a frequéncia de regeneracdo, comoobservadoem K. pinnata e K. daigremontiana (NAZ et al.,
2009).

Para os ensaios avaliando a atividade das auxinas PIC e 2,4-D, prevaleceu a formacdo de
calos a partir dos explantes foliares. Em estudodeK. pinnata com 2,4-D, realizado por Santos e
colaboradores (2014) a concentracdo em torno de 5 UM mostra-se como a melhor para o
desenvolvimento de calos, podendo concentragfes elevadas levarem a toxicidade no cultivo.
Quando cultivados na auséncia de luz, a formacdao de calos pode ser otimizada com a associacao
de BAP. Porém, o cultivo destes explantes foliaresem meio solido ndo induz a 100% de
diferenciagéo dos explantes (SANTOS et al., 2014). O cultivo em 2,4-D estimula a produgao
de calos friaveis em K. pinnata, que podem ser utilizados em estudos de culturas de células em
suspensdo, ao passo que a adigdo de BAP ao cultivo aumenta o grau de compactacao destes
calos (MIZONOBE, 2001).

Uma vez estabelecido o material in vitro, a avaliacdo fitoquimica do mesmo se fez
importante para 0 avanco nos estudos antibacterianos da espécie, iniciando-se pela avaliacdo

do material cultivado in vivo em condi¢Ges ambientais naturais.
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A concentracdo de metabolitos em folhas de K. pinnata est4 diretamente relacionada a
qualidade e intensidade luminosa, havendo maior producéo sob estimulo de luz azul e em maior
intensidade. Deste modo, é possivel que haja também maior concentracdo de metabdlitos com
atividade medicinal em extratos de folhascultivadas sob luminosidade natural em relacédo as
mantidas em cultivo in vitro (CRUZ et al., 2012).A maior concentracdo de flavonoides
quercetinicos em folhas da espécie também estd diretamente relacionada a intensidade
luminosa. O cultivo de K. pinnata sob incidéncia de luz solar direta no periodo do verdo fornece
rendimentos de flavonoides totais trés vezes superior em relacdo a plantas cultivadas in vitro e
duas vezes superior a plantas aclimatizadas (MUZITANO et al., 2011).

O metanol é o solvente de escolha para a maioria dos trabalhos com flavonoides da planta,
devido a alta solubilidade de substanciascomoquercetina e rutina, o que favorece a extracéo.
Estudos aprofundados para identificacdo ou isolamento de flavonoides requerem investimento
em particionamento do extrato metanodlico, isolamento de cristais em cromatogafia e
identificaco por espectrometria de massa com ressondncia magnética nuclear
(MEGAWATI;FAJRIAH, 2013).

Diversos métodos analiticos podem ser utilizados para quantificacdo de flavonoides,
como cromatografia em camada fina, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
espectrofotometria, podendo estes métodos serem comparados entre si.Deste modo sdo
necessarios esforcos para o isolamento e a identificacdo inicial de substancias padrdo para
quantificacdes e uso futuros (YOO et al., 2010).

Diferentes técnicas e métodos de analise, além do tipo de extracdo devem ser utilizados
para uma melhor elucidacdo do perfil fitoquimico de espécies. Apesar de ndo terem sido
observados flavonoides em extratos de raizes de K. pinnata no presente trabalho,Majaz e
colaboradores (2011a) observaram flavonoides em extratos cloroférmicos de raizes da espécie
em CLAE. Estes, no entanto, ndo foram observados em cromatografia gasosa acopladaa
espectrometria de massas, técnica que apontou apenas a presenca de esteroides. A avaliagcdo
fitoquimica preliminar de extrato cloroférmico de raizes revelou também o indicativo de
presenca de saponinas, alcaloides, glicosideos e taninos (MAJAZ et al., 2011a).

No presente trabalho, a técnica deCLAE-UV-IES-EM para analise de massas pdde revelar
a presenca de sinais indicativos da presenca de substancias em comum para extratos de
materiaisobtidosin vivo e in vitro. Estes resultados podem ser comparados por outros métodos
analiticos e futuramente avaliados para identificacdo de novas substancias. Neste ponto, sdo
necessarios mais estudos para elucidacao do perfil fitoquimico observado no material obtido in

Vvivo e in vitro, visando também a utilizacdo com fins medicinais da espécie.
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Apesar de ser detectada similaridade de substancias entre os materiais analisados, é
possivel inferir que ha variagdo de metabdlitos secundarios entre os diferentes érgdos. Isto pode
ser devido a necessidade de producdo especifica para diferentes tipos de estresse, como por
exemplo, radiacdo, herbivoria ou infeccdes. Deste modo, alguns extratos podem mostrar-se
mais ativos quando testados em determinadas atividades medicinais devido a presencga de
substancias especificas ao 6rgdo de ocorréncia (OLIVOTO et al. 2017).

A atividade antibacteriana de K. pinnata tem sido reportada na literatura, podendo ser
destacado o uso etnofarmacoldgico a partir do consumo da espécie na forma de chas e infusdes
(MAJAZ et al., 2011b). Sendo assim, a avaliagdo da toxidez de extratos aquosos mostra-se
pertinente para a seguridade doseu aproveitamento para fins medicinais. As linhagens
selecionadas para o presente estudo estdo relacionadas a esta forma de consumo por via oral,
sendo eleitas células de linhagens tumorais de laringe (HEp-2), colon intestinal (Caco-2) e colon
retal (T84).

Com relagéo aos extratos aquosos avaliados, a linhagem HEp-2 mostrou-se resistente ao
cultivo na presenca desses, 0 que ndo foi observado para as demais linhagens. Para os extratos
metanolicos, a linhagem T84 demonstrou maior sensibilidade ao cultivo na presenca de extratos
da espécie. Devido a auséncia de um padrao de toxidez aos diferentes extratos, é proposto que
caracteristicas especificas a cada extrato influenciem na sensibilidade das diferentes linhagens,
ndo podendo ser correlacionada a um grupo especifico de metabdlitos avaliados neste trabalho.

A analise fitoquimicarealizada neste trabalho revelou a presenca de flavonoides em todos
0s extratos avaliados, com excecdo de raizes obtidas in vivo. Uma vez que ndo foi observada
citotoxicidade a nenhuma linhagem para 0s compostos quercetina e rutina, a toxidez observada
em alguns extratos ndo pode ser relacionada a flavonoides livres presentes na planta e nas
culturas in vitro.

Compostos denominados bufadienolideos estéo caracteristicamente presentes em folhas
e caules de K pinnata e outras espécies do género Kalanchoe, sendo apresentados como
potenciais repelentes de insetos na planta (SUPRATMAN et al., 2000). Em ensaios in vitro,
estas substancias demonstram alta citotoxicidade em linhagens de carcinomas humanos,
destacando-se os compostos Bryofilina A e Bryofilina B (MILAD et al., 2014). Este grupo de
metabolitos pode ser considerado o principal nesta atividade para a espécie, possuindo potencial
de quimioprevencao de cancer. (SUPRATMAN et al., 2001). A possivel presenca destes
compostos nos extratos avaliados pode também estar relacionada a sensibilidade observada em
algumas linhagens.
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Os extratos aquosos de K. pinnata ndo mostraram atividade inibitéria ao crescimento
bacteriano, avaliado pelo bioensaio em macrodiluicdo, bem como extratos metanolicos de
material cultivado in vitro. No entanto, extratos aquosos de folhas cultivadas in vivo
apresentaram reducédo do crescimento de quatro cepas avaliadas. A atividade antibacteriana in
vitrode extratos aquosos de folhas também foi observada em cepas de Propionibacterium acnes
(KUMAR et al., 2013), Alcaligenesfaecalis e Bacillussubtilis (SHARMA et al., 2014).

Apesar do observado para extratos aquosos, extratos metandlicosda planta apresentam
notada atividade antibacteriana. Em extratos de folhas de K. pinnata ja foi observada também
atividade antibacteriana em cepas como Enterococcusfaecalis (AIBINU et al.,, 2007)
Escherichia coli (PATTEWAR et al., 2013), Klebsiellapneumoniae (OKWU;NNAMDI,
2011b), Pseudomonas aeruginosa (TATSIMO et al, 2012), Salmonella typhi
(NWADINIGWE, 2011), Shigelladysenteriae (AKINPELU, 2000), Staphylococcus aureus
(BISWAS et al., 2011), entre outras.

Extratos metandlicos de raizes de K. pinnata mostram-se mais efetivos na atividade
antibacteriana contra E. coli, S. aureus e P. aeruginosa em relacdo aos extratos de raizes em
éter de petrdleo, cloroférmio ou aquoso, ndo sendo ativos, no entanto contra Candidaalbicans
(MAJAZ et al., 2011c).

Para o caule da espécie, 0 extrato metandlicomostrou-se mais efetivo que o extrato aquoso
contra o crescimento de Bacillussubtilis, S. aureus, Salmonella entericaserovarTyphi,
Alcaligenesfaecalis, Bortedellabronchiseptica, Corynebacteriumdiphiteriae,
Micrococcusluteus e Serratiamarcescens, com valores proximos a gentamicina e
ciprofloxacina, antibiéticos de referéncia utilizados (NWADINIGWE, 2011; SHARMA et al.,
2014).

No presente trabalho foram observadas as atividades de reducdo e inibicdo de
Serratiamarcescensapenas quando cultivada na presenca de quercetina. Esta substancia pode
ser um dos principios ativos presentes em extratos metanolicos da planta, uma vez que a
quercetina demonstra alta solubilidade neste solvente (MEGAWATI;FAJRIAH, 2013).

Aquercetina apresenta notada atividade antibacteriana em concentragdes superiores a 10
ng.mL2, sendo capaz de inibir o crescimento de todas as cepas testadas neste trabalho. Além
destas cepas, a quercetina apresenta atividade antibacteriana também as cepas de
Proteusmirabilis, Acinetobacterbaumannii, Heliobacterpylori e também em Staphylococcus
aureus Multirresistente (MRSA) quando avaliada sozinha ou em associagdo com oxacilina
(RAMOS et al., 2006; OZCELIK et al., 2006).
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Também presente em extratos de K. pinnata, a rutina demonstrou atividade antibacteriana
para todas as cepas avaliadas. Apesar da inibi¢do do crescimento das cepas avaliadas observada
no cultivo com 100 pg.mL? de quercetina, a rutina mostrou-se capaz de conferir apenas a
reducdo no crescimento das cepas avaliadas. Para cepas de E. coli e S. aureus, a minima
concentragdo inibitéria de rutina apresenta-se em valores superiores a 100 pg.mL*
(ARARUNA et al., 2012).

Além dos flavonoides, a presenca de saponinas, fenois e taninos nos extratos de folhas
cultivadas in situe extratos metandlicos da planta pode estar relacionada a atividade
antibacteriana observada em relacdo aos demais extratos aquosos e metanolicos de materiais
derivados de cultivo in vitro, que ndo apresentaram reacdo positiva para a presenca destas
substancias.

A atividade antibacteriana de saponinas isoladas de extratos vegetais ja foi demonstrada
em cepas de E. coli, B. subtilis e outras, além da atividade antifingica (EDEWOR et al., 2009;
KANNABIRAN et al., 2009; MAATALAH et al.,, 2012). Do mesmo modo, taninos
hidrolisados e taninos condensados de origem vegetal sdo ativos contra o crescimento de E.
coli, B. subitilis, B. cereus e B. licheniformis, Shigellaboydii, S. flexneri entre outros, além de
leveduras e fungos (BANSO;ADEYEMO, 2007; LIM et al., 2006).

Em relagdo aos compostos fenodlicos como &cidos fendlicos e cumarinas, a atividade
antibacterianafoi observada em cepas de E. coli e Bacilluscereus entre outras e fungos
(NOHYNEK et al., 2006; NITIEMA et al., 2012). O aumento e efetividade da atividade
antibacteriana de derivados de acidos fendlicos estd geralmente relacionada ao aumento da
cadeia alquilica na molécula do acido, mostrando-se efetivas também as regides butil éster
(MERKL et al., 2010).

Algumas substancias de origem vegetal possuem a capacidade de controlar o
estabelecimento e crescimento de biofilmes bacterianos. Estassusbtanciaspodem atuar em
diferentes estagios da formacéo de biofilmes, como na adesdo bacteriana, na motilidade e no
qguorum-sensing, tendo ainda a vantagem de possuirem menor probabilidade de resisténcia
bacteriana (BORGES et al., 2013).

Dentre estes mecanismos, a adesdo celular € um mecanismo chave na fisiopatologia de
EAEC em casos de diarreias agudas. O padrdo agregativo de aderéncia as células epiteliais e a
formacéo de biofilme séo fatores de viruléncia importantes para as EAEC (VILLASECA et al.,
2005).

Apesar de ndo apresentarem inibicdo do crescimento de colénias de EAEC (042), os

extratos aquosos de folhas de K. pinnata cultivadas in vivo e de folhas de plantas aclimatizadas,
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além da quercetina e extratos metandlicos da planta e de material cultivado in vitro (parte aérea
e cultura de raizes), foram capazes de inibir a formacéao de biofilmes em valores préximos ou
superiores a 50%.

A reducdo de biofilmes pode estar relacionada a repressao de genes de curli e motilidade,
resultando também na diminuicdo da producdo de fimbrias, crescimento e disperséo.
Compostos como a cumarina podem atuar em de E. coliO157:H7 (EHEC) também na represséo
de genes produtores de toxina tipo shiga e viruléncia (LEE et al., 2014a).

Assim como observado para EAEC, a quercetina apresenta também atividade
antibiofilme para Staphylococcus aureus, observada em ensaios in vitro. A quercetina presente
em extratos é capaz de atuar na repressao de genes de adesdo celular, além de reduzir a
capacidade hemolitica de S. aureus, sendo sugerida para 0 uso na inibicdo da formacédo de
biofilmes recalcitrantes (LEE et al., 2013).

Mesmo muitas vezes ndo atuando na inibigcdo do crescimento bacteriano, extratos vegetais
podem ser efetivos contra a formacdo de biofilmes de S. aureus. Para a cepa resistente a
meticilina (MSRA) foi observada a inibicdo da formacdo de biofilmes por extratos de
Gingkobiloba, ainda que este extrato ndo tenha apresentado efeito sobre o crescimento
bacteriano em cultivo in vitro. Este extrato também se mostrou efetivo na inibigdo do biofilme
de EHEC em diferentes superficies, impedindo a aderéncia em poliestreno, nylon e vidro (LEE
et al., 2014b).

Bactérias formadoras de biofilmes sdo capazes de aderir em superficies e formar esta
estrutura, sem a necessidade de se associarem a outras espécies. No entanto, em ambientes
naturais, os biofilmes podem ser formados por diferentes microorganismos. A exemplo de
biofilmes orais, estes sdo formados pelo acimulo de bactérias, como Streptococcus mutans e
fungos, como Candidaalbicans.A natureza heterogénea de biofilmes pode proteger as células
contra agentes antimicrobianos e a defesa do hospedeiro, podendo ocorrer multiplos
mecanismos de resisténcia antimicrobiana (ABDEL-AZIZ;AERON, 2014). Deste modo, faz-
se importante a avaliacdo ndo sé de biofilmes simples, com apenas um microorganismo aderido,
mas de misturas, que contenham dois ou mais microorganismos.

No presente trabalho, as culturas de biofilme misto, com EAEC 042 e S. aureus obtiveram
crescimento satisfatorio nos controles testados. Para o cultivo na presenca de quercetina foi
observado em geral que EAEC 042 mostra-se mais resisténte a acdo inibitoria desta substancia
guando comparado a S. aureus. Este padrdo manteve-se nos biofilmes mistos, observando-se

valores de crescimento dos biofilmes mistos proximos ao crescimento de EAEC 042 e
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superiores a S. aureus.lsto sugere que a cepa mais resistente se mantenha persistente na mistura
ou confira maior resisténcia ao biofilme como um todo.

Em outros trabalhos, é observado o aumento da resisténcia em biofilmes mistos. A
associacdo de E. coli, S. aureus, B. subtilis e P. aeruginosaem crescimento foi avaliada na
presenca de extratos de espécies vegetais comerciais, observando-se que apesar do aumento de
resisténcia das misturas, 0os extratos sdo capazes de inibir o estabelecimento de biofilmes
(AGRAWAL, 2011).

Além de EAEC 042, a eficiéncia da quercetina na atividade antibiofilmeja foi
demonstrada em E. Coli O157:H7. Esta substancia e outros flavonoides podem atuar como
possiveis inibidores ndo especificos da comunicacdo célula a célula mediada por Al-2
(autoindutor-2), representante da familia de moléculas sinalizadoras no quorum-sensing em
biofilmes de E. coli (VIKRAM et al., 2010).Esta atividade da quercetinaé relevante,
considerando o fato deAl-2 estar envolvida também no desenvolvimento de biofilmes. A
ligacdo entre Al-2 e LsrR (regulador génico) é mediadora da arquitetura do biofilme e sua
formacdo, pela coordenacdo de interacdes de genes relacionados a biofilmes, afetando as
respostas fenotipicas (LI et al., 2007).

Além de Al-2, a quercetina e outras susbtanciasfitoquimicas podem atuar como
antagonistas de lactonashomoserinas (outra classe de sinalizadores envolvidos no quorum-
sensing), sendo responsaveis pela reducdo de forma dose-dependente de biofilmes de E. coli e
Vibrioharveyi (BORGES et al., 2013).

O quorum-sensing possui papel vital na regulacdo dos fatores de viruléncia em muitos
patdgenos. Deste modo, a interrup¢do do quorum-sensing pode ser uma estratégia efetiva no
combate ainfeccGes microbianas. A quercetina age na atividade inibitoria do quorum-sensing a
partir de mudangas conformacionais entre o receptor e o complexo de quercetina formado,
atuando como competidora de compostos sinalizadores e favorecendo a atividade
antibacteriana e antibiofilme (GOPU et al., 2015).

Pelo exposto, pode-se concluir que flavonoides quercetinicosconstituem um dos
principios ativos de extratos de Kalanchoe pinnata para a atividade antibacteriana. Sendo assim,
estudos in vitro enfatizando a modulagéo e otimizacdo da producdo de flavonoides da espécie
produzida por técnicas in vitro podem ser promissores na busca de novos agentes
antimicrobianos.

Os dados obtidos no presente trabalho demonstram a capacidade regenerativa in vitro de
K. pinnata em diferentes sistemas. Outros protocolos podem ser desenvolvidos para 0

estabelecimento in vitro, além do emprego de técnicas para a otimizacdo e modulacdo da
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producdo de substéncias visando a avaliacdo em atividades bioldgicas diversas com relevancia

medicinal.
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CONCLUSOES

A partir dos objetivos propostos para a cultura de tecidos, avaliagdes fitoquimicas e do

potencial medicinal de Kalanchoe pinnata foi possivel concluir, para cada uma das abordagens,

0S seguintes pontos:

Quanto ao cultivo in vitro

A suplementacdo com sacarose na concentracdo de 90 mM foi considerada a melhor
alternativa como fonte de carbono visando ao desenvolvimento de gemas foliares para a
producdo de plantasin vitro, propiciando maior taxa de regeneracdo, numeros e

comprimentos de folhas e raizes, apds 60 dias de cultivo;

A adicéo de citocininas e auxinas na concentracdo de 5 UM otimizou o desenvolvimento
de gemas em plantas in vitro, sem, contudo, induzir amultiproliferacdo de gemas ou plantas

a partir de explantes de nervura mediana;

A adicédo da auxina 2,4-D induziu a calogénese, a partir de explantes de nervura mediana
ou de gemas. O uso de PIC estimulou a producao tanto de calos em nervura mediana quanto

de raizes em gemas foliares;

A cultura de células em suspensdo pode ser obtida em meio MS liquido na presenca de 5

KM de PIC a partir do cultivo de folhas de plantas obtidas em MS@ solido;

Plantas regeneradas em meio solido sem suplementacdo hormonal mostraram-se eficiente

fonte de indculo para cultura de raizes em meio liquido contendo AlIB.

Quanto aos estudos fitoquimicos

Flavonoides estdo possivelmente presentes em todos os extratos de plantas obtidas in vivo,
com excecao de raizes;
Saponinas e taninos estdo possivelmente presentes em todos os extratos de plantas obtidas

in vivo, mas ndo foram observados em material produzido in vitro;
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e A analise de massas para sinais obtidos por CLAE-UV-IES-EM a 240 nm revelou a

presenca de sete substancias comuns aos extratos analisados de ambas as procedéncias.

Quanto ao potencial citotdxico

e De modo geral, os extratos aquosos ndo apresentaram citotoxicidade para a linhagem
celular Hep-2, assim como os metandlicos para Caco-2;

¢ A linhagem T84 mostrou-se mais sensivel a presenca de extratos metanolicos e aquosos;

e Os flavonoides quercetina e rutina ndo apresentaram toxidez para as linhagens celulares

avaliadas.

Quanto ao potencial antibacteriano

e Extratos de material obtido in vivo e a rutina apresentaram atividade na reducdo do
crescimento de diversas cepas avaliadas;
e A quercetinafoi capaz de inibir o crescimento de todas as cepas avaliadas, quando em

concentragdo de 100 pg.mL™.

Quanto ao potencial antibiofilme

e A formacdo de biofilmes de EAEC 042 mostrou-se sensivel a presenca de extratos aquosos
de folhas cultivadas in vivo e de plantas aclimatizadas, bem como extratos metandlicos da
espécie e quercetina, mostrando reducdo no crescimento de biofilmes em torno de 50%.

e Na presenca de quercetina, biofilmes de Staphylococcus aureus mostraram-se mais
sensiveis em relacdo a EAEC 042;

e  Os biofilmes mistos com ascepasdeS. aureus e EAEC 042 conferiram maior resisténcia a
atividade inibitdria da quercetina em relacdo ao biofilme simples de S. aureus, porém, ndo
maior do que o biofilme simples de EAEC 042;

e A quercetina possui atividade antibacteriana e antibiofilme para as cepas avaliadas,
podendo ser um dos metabdlitos ativos para a atividade antimicrobiana de K. pinnata.
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Several Investigations have demonstrated in viro antibacterial activity of plant extracts. Kalanchoe
pinnata Is globally usad In folk medicine for the treatment of varlous diseases, such a8 diamhea,
Infections, tuberculosis and fever. the bacteria, ent:

Escherichia coll (EAEC) Is an Important cause of diarrhea In the world. EAEC I8 also capable of forming
blofiims, conformation that provides antiblofic resistance and a high of disperzion and
reinfection, which may represent up fo 80% of causaes of human microbial . Thus, it becomes
necessary to search for new antimicrobial agents with activity against blofiims. The alm of this stuay
was to evaluate the cytotoxic, antibactertal and antidiofiim In EAEC from aqueous extracts of leaves
and the flavonolds quercstin and rutin, occu In K. pinnara. Leaf aqueous exiracts wers
obtalned and svaluated phytochemically. The activity was evaluated In human carcinoma
call lines HEp-2, Caco-2 and T84. The antibactertal activity was evaluated by the macrodilution method
and the svaluation of antiblofiim activity was performed In Eschenchia coit enteroaggregative (EAEC
042). Aqueous extracts of K pmnara do not show toxicity to Hep-2, but all other cell lines were
gensitive fo this extract Instead, the Navonolds quercstin and rutin showed no cytotoxicity with any
of the tested cell lines. Quercetin Is capable of Inhibiting bacterial growth of ail tested sirains. The
aqueous leaf extract and quercstin were able to Inhibit EAEC 042 biofilm formation above 50%. The
results Indicats the potential use of the species In treatment of bactertal infections.

Key words: Antimicroblais, EAEC 042, dioflims, quercatin, Crassulacaae.

INTRODUCTION

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers., also refemed by Hs  species of Me Crassulaceae family, commonly known
synonym Bryophyfum pinnafum (Lam.) Kurz, 5 3  in Brazl 35 saldo-roxo (Civelra et al, 2003). This plant

*Comesponding auther. E-mail: labplan_vern@yahoo.combr. Tel: 55021 223340270, Fax 55 (21 25540595,
"‘" thorts) °""'“ it ﬂl rticle remain permonently open occess under the terme e




TEL J. M2d. Plants Res.

Is commonty used for vanous medica applications, such
3s in the treatment of darhaa, conjunctivitls, dermatitis,
eczema, fewver, Infecions, tubercuicsis, respiratory
Infectons, Infammation, among others (Majaz et al,
2011).

The n vito antibacterial activity of various extracts
fom K. pinnata had been reporied In the Rterature, like
methanolc and alkcoholic extracts from leaves, stem and
roots. Among the  bactera species susceptibie to these
extracts are Enferococcus faecalls (Abinu et al., 2007),
Escherichia col (Patewar et al, 2013), Kiebslels
preumoniae (Okwu and Nnamdi, 2011), Pseudomonss

(Tatsimo et al., 2012), Saimoneda fyph
(Nwadnigws, 2011), Shigefis dysenferize (ANnpeiy,
2000), Staphylococcus sureus (Blswas et al., 2011), and
others. Among the enteropathogenic bactena,
enteroaggregative Eschenchia coll (EAEC) Is an
Imporiant cause of diarmea in the workd, being reiated to
cases of dlarmea of persistent diamhea especialy in
chiidren, HiV-infecied Individuals and from Favelers in
developing countries (Bemry et al, 2014). I these
countries, the cause of death due to persistent dlamea
In Infants Detween 1.3nd 11 months Is 30%. In children up
0 4 y2ars old this rate can reach 6%% (Rahman &t al,
2014).

In adaton % s 3ggregative ablity i human
Intestinal cells, EAEC s able to form blofiims on
surfaces. This configuration  provides  antdiotic
resistance and 3 hignh degree of dispersion and
reinfeczon, which may represent up to 80% of causes
of human microdial Infactions (Sueno, 2014). The nature
of bioflims Is abie to protect them from adverse conadltions
such as desiccation, UV, toxic compounds and antiblotics,
favoring the persistence (Abdei-Aziz and Aeron, 2014).
Thus, Is it Important o search for new antmicrodial
3gents with activitly 3galnst blofims.

Much of the antimicrodial acthvity of plant extracis Is
refated to e action of fNavonoids, substances Mat also
have nutraceutical Importance, due % the organoieptic
properties of food and phammacological actviies on
numan heamn (Tapas et al., 2008).

Although not produced by the human metadbollsm,
flavonoids have varlous pharmacoiogical activities such
3s ant-alergc, anti-inflammatory and ant-uicer. Over
four thousand substances delongng to the group have
been identified, having highiighted In K. piinata, the
compounds of the group of flavonols, such 35 quercetin
and rutin {Lopes et 3., 2000).

For quercetin, Important antimicrodlal properties
have been idemifieg, such 35 antleishmanial
(Muzitano et al., 2006, Muzitano et al., 2011) and
antbacterial (Gatto et al., 2002, Mittal et 3., 2014;
Prasad &t 3., 2014), being 3 mataooite of great Interest n
antimicrobla  studes.

Thus, the objective of tis study was to evaluate the
cywotoxic activity in different call lines, antibacterial
activity in dfferent strains and antitiofim In EAEC from

3QuUeOUs extracts of leaves and Me Navonolas quercetn
and nutin, occurming In K. pinata.

MATERIALS AND METHODS
Plant matertal

Sampies of K piva were colected In Jocarepapd (Rio de
JansroSraxt) and a voucher specimens was deposited In the
Herbarium of the University of the Stale of Rio de Janeiro
(UERJ) under the number HRJ 12515,

For the dfferent analyses, sampies of X pnnata were grown n
e greenhouse at USRJ. Plamts were cutvated under in vAo
conditons, In containers using fertiized soll, under sunight and
were watered twice 3 doy. Samples of materiy were colectsd n
e summer, Detween the months of November 2014 and
February 2015, for the production of extracts and  prytochemicyl
analysis.

Phytochemical analytic

For te phytochemical analyzis and evauation of the medcny
potental of K. pinata, aqueous extracts wers prepared fom leaves
according %o the methodoiogy proposed by AMuxitano et .
(2011).

This frech matertsl was mechanically macerated and hested n
dstiled woler 3 20% (W) %or 30 minutes ot S0°C. After this
period, the material was SRered, rozen at -20 and then lyophlized
under pressure of S0 umHg ot -S3°C. Afler yophiizaton, the
material w2z  resuspencded In sterfle dstied ader X e
concenfrations required for expenmentation.

The fiavoncics quercetin and ntn (Sigma-Aldrich) were wed a3
standard substances for  analysis, beng sokbitzed 1 mgmL” of

Cytotoxio activity of K. pinnete extracts

In order 10 evaiuste the Cytolowic acthvily, cel ines that represent
ceils related %0 passage Of agqueous sxtract n the gastmintestny
ract were selected. Thus, the c= iines HEp-2 (ATCC CCOL23
orginatng from human lanyrx cartinoma), Cace-2 (ATCC HTB37,
ongnatng from human colon adenccartinoma) and T4 (ATCC
CCL348 ongnatng coon recty catnoms) were uzed n the

%mmmmawam
and 1000 ug L’ and the fiavonoids quercetn and ritn at the
concentration of 0 pg.mL". The assay was perormed . 35-wel
pixes showing comfuent ayer of ceis and cultvated in 100 ul of
OMEM or MEM medum per weil In each culture wedl 900 pL
extract or flavoncids solubiizad in PSS-D were 3dded, keeping Be
cuture for 24 1 3t 37°C and S% of CO,.

In the comespondng period of three hours defore the end of
cutvation (45h) 5 mgmL’ of soution of 3+4S-cmethyt-2-
Siazoly-2 S-dipheny-2--etrazoiium bromide (MTT) was added
After this period, the piate was centrifuged at 3000 rpm for € min to
deposiion of MTT cryztals formed The supematant was discarded
and the crystals dluted by adding 100 pL of DAESO (100%) In each
wel.

The reading was performed in 3 micropiale reader at 452 nm. As
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diuton (macrodiution) used Dy Scberon et 3l (2007) wih some
modficatons.

The bacterdl srains wers grown in 15X100 mm test tubes
comtaining 3 mi of Musler- Hnton Eroth (MHS, Owoid, L),
ncubated & 37°C %or 18 h. The extract at 9000 pg.mi’ and the

w,amcmmdmmlwmnf’m

concentration of sohvent after solubiizadon of Quercesn and
nen.
For each treatment, 2 ul of each bocterisl suzpenszion In

mummndbymmauﬂ'cvznm The
epenments were repestied three tmes or more.

Evaluation of biofim formation of entercaggregative
Escherichia coll (EAEC 042)

The evalustion of the growth of biofims of EAEC 042 was
performed based on the spectrophofometic assay of biofim
Inhibltion, using as reference the working of Namasivayam  and Roy
(2013) with some modScations.

E. col sumpensions were acjusied and standardized 1o 0.44 nm
of optical density (OD), and added 100 pL of the suspension in
SE wel pixes. Then e exract and fiovonoids was ddded In
tipicate, being e culure maintsined In incubadon for 18 hat 37°C.
The aquecus extract was svakuoied 3t 1000 pg~L”’ and e
mwmmnnw of SanaS0wgml

After Incubation, the supematant was discarded and added
100 pb of crystal vicket solution (1% wiv) for 30 min. ARer this
period, the sohfion was removed and wells were washed wth
PES-D, and then added 100 wi of S5% ethanoi, keeping ncubation
for 15 min for solutitzaton of the cystas. The reading was
performed In micropiate reader at 570 nm. The caicuiaton of the
percertage nhibiton of bioflim formation was n accordance wih
e formulx

QD in contwi - CO In reatment X 100
% of inhibition =

QO in control

Statictioal analytic

The experiment with comparizons between controls was perdformed
by the analysis of variance ofthe means cbtained (ANCVA) using

tre program Graph=ad PRISM®, beng camied out after Sonferon

Eaozmetd -

posttest, with p<0.05.

RESULTS

Phytochemical analysis

Phytochemical analysis of K pinata leafl extracts used n
the experments (Table 2) showed Me prasence of
flavonoids, $aponins, phanais and tannins.

Cytotoxic activity of K. pinnaia extracts

n cell cuturss of HEp-2 (Figure 13) the aqueous
exiract of leavee showed Mo . However, Caco-2
mmmmmmmamwmmmm
the cultre In the presence of the extract In 3 high
concentration {1000 pg.mL™).
Tneﬂavmoaqmmeﬂnamnmmmemmmlat
a concentration of S% showed no foxidty for the
cultivation of dierent cell lines evaluated.

Anubacterial acuvmy

The agueous exiracs of K. pinnats showed antibactenal
activity, reducing ihe growsh of Clobacter freundd,
Bachius thuringlensls, Shigelia sonnel and Eschenchia
coll K-12 (HB 101) grown In the presence of aqueous
feaf extract cbtained from plants grown in ¥ivo (Tabie 2).
At 10 pgmL”, nmuasametomnemegmmof

groat
of P. asruginoss, C. meundl, E colf (17-2), Sematis
marcescens and B. When the concentration
of these fiavonoids Is raised 1o 100 pgmL™ In cuturs, the
nen s able to reduce the growth of 3l strans with the
exception of Enterococcus f3ecals, whereas
Innibited the growsh of all analyzed strains (Tabie 3).
Tne controls using methano! are related o the final
concantration of solvent In the pias containing quercatin
or ruIn, dus o the fact of these subsiances ars
soluble onfy I this condiion. At 10%, methanol 1
culture showed Influence on the gm of P
aeruginosa, C. freunal, E. co¥ (17-2), E. co¥ {ATCC
25922) ana StaphylocoCcus SUreus.

Therefore, results of reducton or inhibition of growth of
these siralns In the prasence of 100 pgmL” of rutin and
quemeun cannot be considered due t0 the possidie
Influence of the solvent In cultivaton. Conversely, such
3s 10% methanol In cuture has no Influence on the
growth of other strains, these results can be validated.

Anublofim acuviy
Tne formation of bicfims of enteroaggregatve E col
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Tabie 1. Srains uzad In the evauation of the antbactersl potentisl of Xalanchoe pinnata.

Qram-pocitive QGram-negative
2peoies Strain Speciec 3train
Bachws thuinglensis ATCC 33673 Citrobacter freundl¥ ATCC 12241
Enterococcus fecails 25212 Escherichia col EAEC 17-2
Staphylococcus aumeus ATCC 25323 Ezcherichia coll ATCC 25922
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 Escherichia col! ATCC 35218
Staphysococcys simulans ATCC 27851 Eszcherichia coll 0a2
Strepfococcus pyogenes 8668 Escherichia col K-12 Ccs00
Ezcherichia coll K-12 HB 101
Klebsisla preumoniae ATCC 700602
Fzeudomonas aenuginosa ATCC 27853
Saimonella enterica Typhimurium c20
Serratia marcescens 7145
Shipesa sconef ATCC 25331

Table 2. Phytochemical screening of the agquecus extract of K pnnara
leaves

Seoondary medabolitec Precence in the extract
Flavonoids’ -
Asxaioids’ -
Saponinz -
Phenois’ -
Tannins® -

* s of the nd - = ate of the compound, 'Test for
favores, favonois and xanthones, “Tests wih mactve of Meyer and
Souwhardat "Teat Wit alcohole solution of feric perchicrate

Gol vty (%9

==
=
]
=
]
_

AT & &

Treatments fpam.)

Figure 1. Cytotowiclty of aquecus extracts of leaves and favonoids ocouTng In Kalanchoe ANNCS after 24 A of culture at 37 and 5%
COZ2. A-HEp-2 B -Caco2; C-TB4. L = o2 ayiract Q = quarcetn, R = nitin, * = statistically dfferant at the Sonferron| test (p<0 0S).

-

(EAEC 042) was altered when grown In the presence this straln n the macrodilution assay (Tadbie 3), the
3Queous extract of (2aves from K pinats and quercetln - 3QUEOLs exwacts of the leaves wers adie to reduce the
{Figure 2). Although not express Inhibiting the growth of  formation of bioflims of the EAEC 042 exceeding 50%.
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Table 3. Sacterial growth In the prezence of SaVoNOICs QUErTatn and NN and aqueous extracts of leaves (ug.mL ") of K. pinnads.

2train L 1000 RU 10

@10 MeOH 1%  RU 100 @100 MeOH 10%

P. aeruginosa (ATCC 27853) - R
C. freuncll (ATCC 12241) R R
Enteroaggregative E coll (EAEC 17-2) - -
E. coll (ATCC 25522) - =
S. aureys (ATCC 25923) - -
S. marcescens (7145) - o
S. simwans (ATCC 27851) - -
8. thuringlensis (ATCC 33679) R -
S. saprophyticus (ATCC 15305) - =
S. enterica Typhimurium (C20) - -
E. faecals (29212) - -
E. coll K-12 (C500) = =
S. sonnel (ATCC 25931) R -
E. coll (ATCC 35218) - -
S. pyogenes (8668) - -
E. colV K-12 (HB 101) R -
K. pneumoniae (ATCC 7006€03) - =
Entercaggregatve E coll (EAEC 042)

R - R" " R*
R - R* " R*
R o R* " R*
7 - R* I R*
- R" " R"

'
.
ADHD~-DDH DD HDN

L = Leaf extract; RU = ntirg Q = querceting R = reduction; | = nhtion trace = simiar groweh 1o the contrel in MHA* = Unvalidated for the

poasitie influence of the solvent.
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Figure 2. Sicim %ormaton of enterosggregative Eschenchis colf (EAEC 042). A, Actvity of aqueous extracts of ieaves
and favonoids occuring In Kalanchoe pinnata (pg.mL ") after 18 h of cuthvation at 37°C. B, Inhibory comcentration of
quercetin & S0% of biofim formation. L = leaf extract, R = Rutn, Q = Quercetn. * = values are satisticaly dfferent

from the control %o the Bonfemroni test (p<0.03).

This reduction was observed I botn  tested
concantrations (500 and 1000 pg.mL™).

At the highest concentration tested (50 pgmL™),
quercatin was adie to reduce biofim formation. For this
compound, the Inhibitory concentration for S0% of biofim
formation (ICS0) was 70.17 yg.mL™. However, no
Inhibition was observed In the cultivation In the presence

of nutin at concentratons of 5 or SO pg.mL”.

DISCUSSION

The HEp-2 stran was resistant 2 the presence of
the aqueous extract of K. phnata In cuftvation, which
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The cytotoxic acthity of exiracts of the species has

{Kumar et ai., 2013), Alcajgenes faecals and Baciius

methanolic exwacts of K. pinnafa leaves. This action Is
observed In strains of evaluated In this study, as
E. faecalls {Alblw et al., 2007) E. col (Patewar et al,
2013), K. pneumoniae (Okwu and Nnamdi, 2011}, P.
aeruginosa (Tatsimo et al., 2012), S. fyph! (Nwadinigwe,
2011), S. dysenteriae (Akinpeiu, 2000), 3nd S. auveus
{Biswas et al., 2011}

The antibacterial actvity In S. marcescens was also
obeerved In methanol extracss of the plant (Shama et
al, 2014} In this work, the reduction and Innidition
activiies of this s¥ain were cbserved only when grown in
mmsmeedqmmmmmmaybem of
e actve principles prasent In methanolc plant exyacts,
since It shows high solubiity In methanol (Megawati and
Fayian, 2013).

Quercetin has noted antibacterial  actty at
concantrations above 10 pgmL” being abie to inhidit the
growth of ali the s¥ais tested In this study. Beeides
Mese syalns, quemem also antibactenal
activity in strains of Proteus miabils, Achetobacter
baumannd, Helicobacter pylort and also methicilin
resisiant S. aureus (MRSA) when evaluated Jone of
combination with 0xacHlin (Ramos et 3., 2006, Ozcalk et
al, 2006).

Also prasent In K. pinnata exiracts, rutin demonstrated
antibacterial for 3l tested stras. The most
significant result for this flavonoid was heid at the
concentration of 100 ug.mL”, with the reguction of ail
2sted strains. In some srans, k2 E. coll and S. aweus,
e minmum inhibitory concentation for i s
prasented In amounts exceaaing 100 ugmi™ (Araruna

et al,, 2012). This shows the lack of Inhibitory acthity In
low concantrations of rutih, as =
evamneonuusmy

metadoillsm, such 3s saponins, phenols and tannins,
present In the extract evauated In this study (Tadle 2).

The antibacterial ac2wity of saponins isolated from plant
extracts nas been demonstrated In sirains of E. col, B.
Subtiis and others, 35 well 35 antfungal acivity (Edewor
et al, 2003, Kannadbkran et al, 2009, Maataah et ai,
2012). Simllanty, tannins and hydrolyzed tannins are
active against the growth of E. col, B. subitils, B. ceraus
and B. Ncheniformis, Shigefls boydd, S. fexner and
others, yeasis and fungl (Banso and Adayemo, 2007, Um
et a3, 2006). Antimikroblal acivty of phenaic
compounds, such 35 phenolic acids and coumamnns,
w3s observed In strains of E. coll, Bacllus cereus and
fungl (Nohynek et ai, 2006, Nilema et a3, 2012). The
Incraase and the effectiveness of antibacteral activity of
dervatves of phenolic acids are usualy related to
Incraasing the alkyt chain In the molecule, 3iso the butyl
esterregions being eflective (Merk et al., 2010).

Some phylochemical compounds have the abiity to
con¥ol the establishment and growth of bacterial biofilms.
These compounds may act at different stages of biofim
formation, such 3s In bacterial adhesion, motity and
“quorum-sensing”, and have the advantage of having a
lower probabiiity of bacterial resistance (Borges et al,

proves to be higher than that observed for ciprofioxaci
{Phatak and Handre, 2016).

As oobserved for EAEC, quercetn also shows
antoiofim actvity fo S aweus, obsenved I in vitro
assays‘l’msqwueﬁnlnplxﬂemsauebactmm
repression of bacterial genes of cefl adhesion and
reduces the hemojtic capacty of S. aureus, being

for use In Inhibiting the formation of recakstrant
plofiims (Lee et al., 2013).
nca\neoomammmas,nequemem.am
active principies of the extracts of Kalanchoe pinnata for
antoacteral acthity. Thus, phytochemical studies Imed
at the research and isolation of flavonoids of the
spedesamptunlshglnmemmrm
antmicrobiad agents.

Conclusion

The agueous exwact of K. phnala leaves at low
concantrations and the flavonoids quercetin and rutin
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showed no cylotoxicly In tested concentrations. The
evaluated materal presented antbacteral acivhy to
various sirains and potental to inhibit the formation of
bloflims of EAEC 042 Quercetin must be considered as
one of the active substance of interast responsibie for the
antbacierial actvey.
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