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RESUMO : O suco obtido por pressiio das fothas

histaminicos.

O suco contém compostos flavondides, carboidratos e sais minerais. Uma fragio flavondide : fragiio B
butanol e dgua contém a substincia responsédvel pela atividade anti-histaminica.

g/mL de fragio B produziu-se deslocamento 3 direita dose-dependente da curva de

Testando no fleo isolado de cobaia 50mg/mL de suco e 0,15 m
concentraglo resposta da histamina de modo competitivo.

O antagonismo foi especifico ¢ reversivel para histamina, nie modificou a fesposta para a acetilcolina, Kel e BaCl,.

de_Kalanchoe brasifiensis (Crassulaceae) apresentou atividade bloqueadora aos receplores

obtida através da participagio do suco entre n-

As respostas de permeabilidade

vascular foram reduzidas em 20 a 25% em animais pré-tratados com 4ml/Kg de suco ou com 12mg/Kg de fragio B. O suco e a fragio B ndo foram

cletivos em proteger a mucosa gdstrica do ataque dcido gdstrico.

O suco (4mL/Kg) protegen cobaias da morte por asfixia induzida por 5 mg de histamina, aprotegfio durou no minimo 1h. Con
antihistaminico do suco e da fragio B foi produzido por bloqueio de receptores Hy,

cleimos que o efeito

DESCRITORES : Suco Kalanchoe brasiliensis, Glicosideos flavonéides, Antihistaminico.

INTRODUCAO

Kalanchoe brasiliensis (Crassulaceae), é uma
planta nativa presente no litoral do Brasil, entre Espirito
Santo & 530 Paulo. Apresenta como sinonimia cientifica os
nomes: Cotvledon brasilica, Sempevivum tectorum.

E, como sinonfmia popular: erva-da-costa, folha
da fortuna, folha da costa, orelha de monge, paratudo.

(Inventdrio de Plantas_Medicinais, Governo do Estado da

Bahia).

No Brasil e na India a sua folha ja vem sendo
muito utilizada pela medicina popular como cicatrizante e
adstringente intestinal e também no tratamento de picadas de
inseto, abcessos € doengas de trato respiratério. (Corréa,1931;
Governo do Estado da Bahia, 1979).

Muitos  componentes come  glicosideos
flavendides ( Gaind e Gupta, 1971 ; Ichikawa et al.; 1986),
alcanos, alcandides, estoréis ( Gaind e Gupta, 1972 ; Siddiqui
ct al., 1989), compostos fendlicos { Gaind ¢ Gupta, 1973) ¢
bufadiendlidos ( Yamaquishi et al., 1989) tém sido isolados
da planta. Ichikawa et al. (1986) atdbuiu a propriedade
antialérgica da planta 2 presenga de um derivado
quercetinico. De fato, muitos efeitos biol6gicos sdo
relacionados aos flavondides { Havsteen, 1983).

Como o suco obtido por pressio das folhas &
usado no tratamento de doengas de pele e picadas de insetos
no Brasil, nds investigamos a atividade antihistaminica do
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suco total e de fragbes obtidas por partigdo do suco com n-
butanol/dgua.

MATERIAIS E METODOS

1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

A planta foi coletada no litoral de $3o0 Paulo, na cidade
de Caraguatatuba, sendo em seguida identificada no Departamenio
de Botanica da Universidade de Sio Paulo.

O suco (400g) foi obtido da compressio de pelo
menos 1000g das folhas. Uma aliquota do suco foi evaporada para
que pudéssemos determinar o contetddo da dgua, Para que se
pudesse obter a fragio flavenéidica ( presumivelmente a porgao
ativa), parte do suco {100g) foi particionada em mistura de n-
butanol e dgua 200 para 100 (V/V). Ambos os extratos, 0 aquoso
{A) e o butandlico (B) foram submetidos 3 destilagio dos
solventes, sobre pressdo e caracterizados por espectrometria UV,
Ressonancia Magnética Nuclear Protdnica e absorgio atémica.
Quando necessério, as amostras foram diluidas em dgua.

2. ENSAIOS EM iLEO DE COBAIA

Segmentos terminais de fleo, medindo de 1 a 2 cm,
foram montados num banho contendo 20 mL de solugio de
Tyrode contnuamente borbulhada com 0, 95%) e CO, (5%) a
37°C. Uma tenso constante de 1 g foi aplicada em um tecido
durante o experimento. As contragbes foram registradas
isometricamente num fisiégrafo DMP-4(narco) e um transdutor de
célula de ouro ( Stathan R.). A composicio da solugiio de Tyrode
utilizada foi de: 137 mM NaCl, 2.7 mM Kcl, 0.5 mM MgCl,, 11.9
mM NaHCOs, 0.36 mM NaH,PO, 5.05 mM D-Glicose ¢ 1.8 mM
CaClz_.
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Apbs um periodo de estabilizagio de 60 min, com
lavagens a cada 20 min, duas curvas concentragio/efeito
(CEC), nio cumulativas, foram obticlas para cada preparagio,
com 60 min de intervalo entre a realizacdo de cada uma. Os
antagonistas ( histamina, Acth, Kcl, BaCl,} eram mantidos
por 30s em contato com a preparagdo {adicionados ao banhao)
com 5 min de intervalos entic cada adigio. As drogas em

estudos (suco, frago A ou Fragdc B) foram adicicnadas ao

banhe 20 min (o tempo necessdrio para se atingir o equilibrio
do blogueio) antes da realizagdo da segunda CEC. O
antagonista pcrmanecia em contato com o tecido (no banho)
até o experimento ser completado. As CEs, {concentragio do
antagonista que produz 50% da resposta médxima), bem como
as respostas mdximas foram determinadas para cada
experimento.

A reversibilidade do bloqucio foi verificada pela
adicBo de concentragbes tnicas de cada antagonista,
concentragdes essas capazes de induzir um efeito sub-
miximo, Estas adigdes eram realizadas vdrias vezes 2
intervalos de 5 min na auséncia e presenga de antagonistas. A
solugao Tyrode contende o antagonista era substituida por
solucio de Tyrode e a dose sub-mdxima cra testada
novamente. As concentragdes de banho foram: suco 25,50 ¢
100mg/mL; fracdo B 0,15 mg/mL; fragio A de 1 a 10
mg/mlL.,

3. AVALIACAO DA PERMEABILIDADE
VASCULAR PELO METODO AZUL DE EVANS.

O efeito do suco ¢ fragdes sobre a permeabilidade
foi observado em ratos Wistar machos (250 + 25g) de acordo
com Wilheln et al. (1958). A pele do dorso do animal foi
depilada e, imediatamente antes do leste, o animal recebeu 25
mg/Kg de azul de Evans intravenoso, bem como uma solucio
de 2,5% em (1,45% de NaCl.

Fatores de permeabilidade (Pfs) foram preparados
em solugio Ringer-Lactato e injetado por via subcutinea em
volume de 0,1 mL. Cada animal recebeu 8 injecBes
subcutdneas consistindo em 3 doses cada de: Histamina,
bradicinina e serotonina ¢ injegBes cutineas conirole de 0,1
mlL de solugio Ringer-Lactato. Trinta minutos depois das
injegdes SC os animais foram sacrificados. A quantidade de
corante fo1 medida por excisdes na pele, e extragio do
corante. Cada fragmento foi mantide em 5 mL de formarmida
a 37°C durante dois dias. A solugfio resultanie foi tiltrada e a
absorbancia medida a 619 mM em espectrofotdmetro Perkin-
Elmer. A concentragio do corante no filtrado foi determinada
usando uma curva padriio relacionando a absorbancia a
diluigdes em série da solugio de azul de Evans em formalide.

Os cfcitos dos compostos em  estudo ( suco,
fragic B) sobre a permeabilidade vascular foram medidas
apds inje¢do intraperitoneal de 4 mL/Kg do suco, F2meg/Kg
da fragio B ou 4 mL/Kg de solugHo salina ( grupo controle).

4. ATIVIDADE ANTIHISTAMINICA DO SUCO EM
COBATAS:

Quarenta ¢ duas cobaias, de ambos 0s sexos.
pesando entre 400 e 500g foram divididas em sete grupas
(N=06). Para determinar o efeito do suco sobre a morte por
asfixia causada por histamina em cobais, os animais dos
grupos 1 e 2 receberam injegdo com solugio salina ¢ 4
mL/Kg de suco, respectivamente, Trinta minutos depois, cada
animal recebeu 5 mg de histamina intraperitoneal,

Em outra séries de experimentos, a duragio do
cfeito protetor do suco em comparagio com a cléssicd dsoga
blogueadora de H, foi cstudada. Animais dos griupos 3 e 4
foram tratados com 4L/Kg do suco e 20 mg/Kg de

prometazina respectivamente,e 30 min, 1.5h ¢ 2.5h depois cada
animal recebeu 5 mg de histamina, (ip).

Para avaliar a influéncia do suco sobre a dleera
gdstrica evocada pela histamina,os animais recoberam 4mL/Kg de
suco 4 vezes: ap6s 0, 1.5; 3 ¢ 4h ao comego do experimento ¢ 5mg
de histamina foi administrada 30 min depois da primeira injegio
do suco ( grupo 5), Este grupo foi inclufdo no protocolo para
certificarmos que a inatividade do suco em proteger a mucosa
gdstrica da ulceragiio induzida por histamina, ndo foi devido a um
efeito de curta deragdo, Os animais dos grupos 6 e 7
receberam  4mL/Kg de suco mais t0mg/Kg de prometazina ¢
suco, mais 10mg/Kg de cimetidina, respectivamente, 30 min antes
da administragao de Smg de histamina. Cinco horas depois, os
animais que sobreviveram ( grupos 2 e 7) foram sacrificados. A
mucosa gastrica de todos 0s animais fot examinada.

Nas 3 séries de experimentos com porquinhos, todas
as drogas foram administradas por via intraperitoneal e o volume
injetado foi de 1.6 3 2.0 mL.,

5 DROGAS

Fosfato de histaming, iodeto de ACTH, sulfaio de
bradicina, e sulfato de S-hidroxitriptamina creatiina ( Sigma
Chemical Co. St. Louis, M), azul de Evans {Scarle) prometazina
{ Fenergan Rhodia). Cimetidina ( Tagamet SKF, Brasi). D-
glucose, n-butanol e todos os sais minerais usados toram do
Merck, (Darmstadt, Alemanha). As concentracdes das drogas
foram descritas.

6 ANALISE ESTATISTICA

Os principais valores foram comprados pelo teste de
Student para as amosira (experimenios com o ileo da cobain) ¢
andlise da varifincia e teste de Scheffe (avaliagio de
permeabilidade vascular). P< 0.05 foi obtido e considerado
significativo estatisticamente (Snedecor e Cochran, 1973).

RESULTADOS

L. ANALISE DO SUCO E SUAS FRACOES:

Ein cada 100g (100mL) de suco, 3.4g constituiam lase
aquosa (fraghio A) e 0.3g fase butanol (fragio B). A fraciio B, um
6leo marrom, demonstra absorgio mdxima de 255 a 347nm. Estes
dados estdo de acordo com o obtido por Gaind e Gupla (1971)
para as fragdes isoladas de K.pinnata. O espectro H NMR indicou
a presenga de flavondides ¢ carboidratos.

A fragiio A, um pé branco, era constiteida por sais (
Na*, Mg*, Ca e Zn™ detectados por espectroscopia de absorgio
atbmica) e carboidratos ( detectados por espectroscopia H NMR)

A quantidade de dgua contida no suco era 96.3% ¢ a
densidade cra 1001g/mL. Um mlL (=1g) do suco corresponde a
aproximadamente 37 mg do total da extragio seca: 34mg da
fracdio B.

2. ESTUDO EM COBAIA.

O suco em concentragfio de 50 e 100mg/mL (50ul ¢
100uL/mL) e fragio B em concentragio de 0.1 Smg/ml causaram
alteragBes nas curvas de histamina.

Os valores ECs;, de histamina obtidos na presenga de
50mg/mL do suco ou de 0.15mg/mL de fracdo B ndo diferem
significamente entre si, nem os 100mg/mL do suco, nem os
0.15mg/ml da fragdo B alteraram a sensibilidade da resposla
méxima A : Acth, Kel ou B,Cly, que foram testados nas faixas de
concentragdo de 10 a 10™M; 10 a 10°M: 107 a 10% ™
respeclivamente,
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A fracBo A ( acira de 10mg/mL) nio influenciou
as resposlas induzidas pelos antagonistas testados, nas
mesmas concentragdes referidas acima,

Em experimentos destinados a estudar o
equilibrio do blogueio e sua reversibilidade, 20min foram
suficientes para estabelecer o equilibrio e a atividade anti-
histaminica do suco (e fragdo B) foi toralmente revertida 10
min apds & retirada do suco e Smin apds a retirada da fragio
B.

O suco e as fragdes ndo apresentaram atividade
espasmogénica no jleo da cobaia quando a concentragio
usada foi de 200mg/ml. e 10mg/mL, respeclivamente,

3. EFEITO DO SUCO E FRACOES SOBRE A
RESPOSTA DA PERMEABILIDADE VASCULAR
A HISTAMINA, SEROTONINA E BRADICININA.

A administracio do suco (4g/Kg) ou fracio B
(12mg/Kg) i.p. em ratos diminuiu em cerca de 4 vezes a
resposta de permeabilidade vascular a injecBes subcutiinea de
1.5 ou 10mg de histamina, porém nio afetou a resposta a 2.5,
5.0 ou 10.0mg de bradicinina, ou 0.05, 0.10 ou 0.20mg de
serotonina.

Nao houve diferengas significativas entre o efeito
antagbnico obtido com 4mi de suco/Kg e com a fracio B
{12mg/Kg) em relagdo s respostas induzidas por histamina.

4. EFEITO DO SUCO SOBRE A
BRONCOCONSTRICAQ E ULCERACAO
GASTRICA EVOCADA PELA HISTAMINA, EM
COBAIAS.

A adininistragio do suco protegeu contra a
broncoconstrigio  induzida por uma dose de Smg de
histamina, os animais do grupo 2 (4mlKg de suco)
sobreviveram enguanto os animais tratados com solugdo
salina morreram em menos de 2min apds a administragio de
histamina.

Os animais do grupo 3 (pré-tratades com 4mL/Kg
do suco) ainda sobreviveram quando uma segunda dose de
histamina foi administrada 1h depois,porém morreram depois
da terceira dose dada 2h depois, ie., 2.5h depois do
tratamento. Isto mosira que o efeiio protetor do suco é de
pequena duragao ém comparagdo com os animais do grupo 4
que foram pré-tratados com prometazina, que nio morreram
apo6s receber a terceira dose de histamina.

Nio foram observadas lestes na superficic da
mucosa géstrica nos animais dos grupos 6 e 7 { pré-tratados
com 4ml/Kg do suco ¢ 20mg/Kg de prometazina,
respectivamente, adicionado a 10mg/Kg de cimetidina). Em
Qutros grupos: excelo animais do grupo 1 que morreram 2min
depois da dose de histamina, todos os animais apresentaram
de 3 4 6 lesGes cada um.,

DISCUSSAQ

Os dados presentes nos mostram que 0 suco
oblido de K. brasiliensis ¢ fragio flavonéidica (fragio B}
inibem contrages induzidas por histamina no fleo da cobaia,
produzindo um deslocamente 3 direita da curva dose-resposta
nao cumulativa de histamina sem reduzir a resposta méxima.
O antagonista é reversive! e altamente seletivo por histamina,
nao modificando a resposta para acetilcolina, Kcl, B,CL, no
fleo de cobaia. Na dose testada, o suco COmMpOortou-se como
um antagonista competitivo. A resposta de permeabilidade

vascular a histamina foi scletivamente anlagomzada tanto pelo
suco como pela fragio B.

A curva construida em ileo de cobaia perfundido com
0.15mg/mL de fragdo B sofreu um deslocamento & direita dose
dependente,

A mesma relagio de poténcia foi observada em efcitos
antagtnicos de 12mg/Kg de fracio B e 4mL de suco.

Considerando que a contra¢do do muscuto liso pela
histamina € determinada principalmente  pela ativagiio dos
receptores H; e que estes receptores sio importantes para
aresposta da permeabilidade vascular e a participagio dos
receptores Hy € mcerta { Garrison, 1990), a atividade antagonista
dos componentes do suco € provalvelmente devido ao bloqueio
dos receptores H;.

O misculo dos bronguios das cobaias sio muito
sensiveis a histamina e a morte por asfixia ocorre com pequenas
doses de histamina. A cobaia pode sobreviver a doses maiores se
um antagonista H; for administrado ( Garrison, 1990),

Altas doses de histamina aumentam a secrecdo de Hcl
gdstrico podendo produzir severas lesies na mucosa gistrica. Este
efeito nido ¢ evitado per antagonistas H, porque este efeito é
mediado por receptores H,.

A proposta do experimenio in vive com cobaias foi a
de dterminar se a dose do suco que inibe o awmento da
permeabilidade ao usar histamina pode proteger a cobaia da morte
por astixia e da tlcera géstrica quando aleas doses de histamina
forem injetadas,

Assim como ocorre  com  a prometazina (um
antagonista H,), o suco apresentou os seguintes efeitos : 1) Previu
a broncoconstrigdo induzida por histamina embora o efeito
protetor foi de pequena duragiio; 2) Nio foi eficaz na protecio da
mucosa gastrica a0 se induzir a ulceragio através da a¢lio da
histamina.

Esses achados indicaram a existéncia de um ou mais

componentes no extrato de K. brasiliensis que bloqueiam
seletivamente os receptores H, de modo competilivo.
Em estudos fitoquimicos anteriores {Gaind ¢ Gupta, 1972;
Ichikawa ct al., 1986) componentes isolados eram extraidos da
planta fntegra. Nosso estudo demostra que glicosideos estio
presentes lambém no suco exiraido da folha junto  com
carboidratos e sais minerais. Outras substincias nao foram
encontradas a0 menos em concentracdes que poderiam  ser
detectadas pela H RMN espectroscopia.

CONCLUSAQ

O presente trabatho nos permite concluir que ¢ suco da
K. brasiliensis apresenta atividade antihistaminica seletiva aos
receptores H;. comportando-se como um inibidor competitivo
reversivel, Sua agdo ndo altera a atividade da histamina, e sim faz
com que seja necessdria uma concentragdo maior desta para que
Possa surtir o mesmo efeito méximo.

Entretanto, verificamos sua ineficdcia na protecio da
mucosa gésirica, mas agindo de forma eficaz na prevencao da
broncoconstrigio induzida por histamina e demostrando uma
redugio da acdo desta permeabilidade vascular sendo que ambos
os efeitos sdo devidos a receptores H,.

Devemos lembrar que o mecanismo de prote¢io da
mucosa gastrica ¢ predominantemente relacionada aos receptores
Hy, loge deduzimos que sua agAD nestes receptores de maneira
competitiva i histamina no se faz perceptivel.
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C.Z. - Swdy of aniihistamine activity of _Kalanchoe brasiliensis.

SUMMARY: The juice obtained by pressing the leaves of Kalanchoe brasiliensis ( Crassulaceae) exhibited histamine-blocking activity.

The juice contains flavonoid compounds, carbohydrates and miner
between n-butanol and water contained the substance respansible for the an
When assayed on the isclated guinea pig ileum,,50mg/mL juice

ral salts. A flavonoid fraction (fraction B) ohiained by partioning the juice
tihistamine activity.

and 0,15mg/mL fractien B produced paralet and concentration dependent

righiward displacernent of the concentration respanse curve to histamine apparently in a competitive manner.
did not modify the response to acetyleoline, Kcland BaCl. Vascular

The antagonism was specific and reversible for histamine, Le.,
permeability responses to histamine werc decreased by about 20-25% in an
Juice was ineffective in protecting the gastriec mucosa from histamine induced u

im

als petreated with 4mlL/Kg of juice or with 2 ng/Kg fraction B. The
lceration.

The juice 4 mL/Kg protected guinea pigs from death by asphyxia induced by Smg histarnine and the protection lasted at least 1h, Wa
conclude that the antibistaminic effect of the juice and fraction B was preduced by blockade of H; receptors.
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