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RESUMO

Cinco concentragfes (200 a 12,5 mg mL 1) do extracto hidroalcodlico de Kalanchoe daigremontiana foram
utilizadas para determinar o seu efeito anti-helmintico e antibacteriano in vitro. Para determinar o efeito
anti-helmintico, foram realizados testes de inibicdo de ecloséo, inibicdo de motilidade e mortalidade larvar
em Haemonchus contortus (HC). A determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima e da Concentracdo
Bactericida Minima permitiu a avaliacao da actividade antibacteriana do extracto em L. monocytogenes, S.
typhi, P. aeruginosa, S. choleraesuis, B. subtilis, E. coli e S. aureus. O extracto hidroalcodlico de Kalanchoe
daigremontiana a 400 mg mL -1 inibiu a eclosdo dos ovos de HC em 99,5%, e reduziu a motilidade de
85,2% das larvas de L3 do mesmo nemétodo. As concentrages de 50 e 90 concentragfes letais para
inibicdo de eclosdo foram 66,5 e 87,3 mgmL1 e 1,5 e 240,9 mg mL-1, para inibicdo da motilidade. O extracto
mostrou actividade nas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, determinando um CIM de 100 mg mL"
1 em P. aeruginosa e L. monocytogenes e 0,781 mg mL - para B. subtilis e S. aureus. Estes resultados
indicam que o extracto hidroalcodlico de Kalanchoe daigremontiana tem um potencial efeito anti-helmintico
e antibacteriano e poderia ser utilizado como estratégia de controlo biolégico.

Palavras-chave: Kalanchoe daigremontiana, extracto hidroalcodlico, anti-helmintico, antibacteriano

ABSTRACT
Five concentrations (200 to 12.5 mg mL 1) of Kalanchoe daigremontiana hydroalcoholic extract, were used
to determine its anthelmintic and antibacterial effect in vitro. To determine the anthelmintic effect, eggs
hatching inhibition, inhibition of motility and larval mortality tests were performed Haemonchus contortus
(HC). The determination of the Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Bactericidal Concentration
allowed to evaluate the antibacterial activity of extract on L. monocytogenes, S. typhi, P. aeruginosa, S.
choleraesuis, B. subtilis, E. coli and S. aureus. Kalanchoe daigremontiana hydroalcoholic extract inhibited
the 99.5% of HC eggs hatching and reduced the motility of 85.2% of L3 larvae at 400 mg mL-1. The lethal
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concentrations 50 and 90 for the inhibition of hatching were 66.5 and 87.3 mg mL -1 and 1.5 and 240.9 mg
mL-1, for the inhibition of motility. The extract showed activity on Gram positive and Gram-negative bacteria,
determining a MIC of 100 mg mL -1 on P. aeruginosa and L. monocytogenes and 0.781 mg mL™ for B.
subtilis and S. aureus. These results indicate that the hydroalcoholic extract of Kalanchoe daigremontiana
has a potential anthelmintic and antibacterial effect and that it could be used as a biological control strategy.
Keywords: Kalanchoe daigremontiana, hydroalcoholic extract, anthelmintic, antibacterial.

INTRODUCAO

O México Central € uma area bem conhecida da criagdo de ovinos, principalmente para
0 mercado de carne. O rendimento e a qualidade da carne, e portanto a viabilidade
econdémica da industria, dependem da saude dos animais. A producdo de ovinos requer
uma vigilancia continua para a infecgcdo por nematodos parasitas, uma vez que a sua
presenca tem impacto na produtividade da carne Alcala et al.,, (2016). Os vermes
abomasais, especialmente o Haemonchus contortus [verme do pd6lo do barbeiro;
Nematoda: Strongylida] (Aguilar et al., 2016; Castillo et al., 2017) sdo os principais
nematdédeos causadores de doencas gastrointestinais dos ovinos no México. Varios
produtos anti-helminticos tém sido utilizados para resolver este problema, muitos dos
quais tém sido relatados como causadores de resisténcia (Gonzalez et al., 2017). Por
outro lado, a medicina tradicional em veterinaria, especialmente a utilizacdo de extractos
de plantas, foi proposta como uma alternativa amiga do ambiente contra esta infeccao
parasitaria (Hernandez et al., 2011; Lépez et al., 2008; Abdelfatta et al., 2017).

A utilizac@o de plantas como agentes anti-helminticos estd bem documentada. Entre as
espécies utilizadas para este fim encontram-se Chenopodium album (Bashir et al., 2017),
Digitaria insularis (Santos et al., 2017), Artemisa parviflora (Irum-S et al., 2017), Ziziphus
jujube (Preet et al., 2017), Acacia cochliacantha Argemone mexicana, Taraxacum
officinale, Ruta chalepensis, e Tagetes filifolia (Olmedo et al., 2017). Kalanchoe
daigremontiana (também conhecida como "méae de milhares") € uma planta endémica no
México (Kolodziejczyk et al., 2017) com vérios usos relatados na medicina herbal humana
(Hamburger et al., 2017) e varios compostos activos foram encontrados nos extractos
das folhas e caules desta planta em particular (Huang et al., 2013). Ha relatorios sobre a
utilizacao da K. daigremontiana como um agente antimicrobiano. Seguem-se alguns dos
géneros Kalanchoe compostos isolados e fungbes (Tabela 1). Portanto, este estudo teve
como objectivo avaliar a capacidade anthelmintica e antibacteriana de um extracto
hidroalcodlico de K. daigremontiana.
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MATERIAIS E METODOS

Recolha de material vegetal e identificacdo de espécies: Os espécimes de K.
daigremontiana foram recolhidos em Ulapa de Melchor Ocampo, Tetepango, Hidalgo, no
México Central (latitude 20.142500, longitude -99.167778). Os habitantes locais tém
usado tradicionalmente esta planta como medicamento herbal. Plantas inteiras (raizes,
folhas e caules) eram colhidas na fase fenoldgica da floragdo e preparadas para o
transporte. A identificacdo das espécies era feita no laboratorio de botanica do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Auténoma do Estado de Hidalgo. Um exemplar
representativo do material vegetal foi depositado no herbario do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Autonoma do Estado de Hidalgo, e foi-lhe atribuido o cédigo
de identificacédo 06.

Tabela 1. Compostos isolados e fun¢des de algumas plantas dos géneros Kalanchoe
Espécies Compostos Isolados Funcéo Referéncia

A Cryer et al., 2017
Kalanchoe pinnata  KPB-100 and KPB-200 inibidores de HHV-2 e

VACV
Kalanchoe pinnata Rodiolosideos. C Inseticida Supratman et al.,
2000
Kalanchoe
daigremontianaxtubifl Daigremonato de metilo Inseticida Supratman et al.,
ora 2001
Kalanchoe L
. . . . Atividade de promogé&o Supratman et al.,
daigremontiana x Rodiolosideos A . 2001
. anti-tumor
butiflora
Caempferol, Quercetin, Quercetin-3-
O-B-D-glucopiranoside, Caempferol-
3-O-B3-D-glucopiranoside, Atividade citotoxica Aisyah et al,,
Kalanchoe prolifera Caempferol-3-O-a-L-rhamnoside, contra  células de 2017
Quercetin-3-O-sophoriside, leucimia
Quercetin-3-O-rutinoside, Quercetin-
3-O-rutinoside
George et al,
Kalanchoe pinnata Flavonoides em extracto de metanol ;Ar‘]“vvilt(:?de anti-diabetica 2018
11a,19-
Kalanchoe daigremon dihidroxitocitéxitelocinobufagina, .
. . Antioxidante
tiana bersaldegenina-1-acetato,

bersaldegenina-1, 3,5-ortoacetato,
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N,

19-acetiloxi-11a-hidroxi-12-0x0-0xo-
telocinobufagina, 19-acetiloxi-1B-
hidroxicitoxitelocinobufagin

Kolodziejczyk-
Czepas et al,
2016

Kalanchoe daigremon

tiana

Bufadien6is como 1la, 19-di-
hidroksitroksitelocinobufagina,
bersaldegenina-1-acetato,

daigredorigenina-3-acetato,

Inibicdo da atividade
amidolitica da trombina

Kolodziejczyk-
Czepas et al,
2017

Aumento da apoptose
nas células

Stefanowicz-

Kalanchoe daigremon . . i
: g Bersaldegenina-1,3, 5-ortoacetato deterioradas e Hajduk et al,
tlana - 2020

promocdo da morte

celular

Atividade Muzitano et al.,

Kalanchoe pinnata

Quercitrina

antileishmania

2006

Kalanchoe thrysiflora,
Kalanchoe marmorata

3-oxo-olean-12-ene, B-sitosterol

Actividade citotoxica
selectiva em células
MCF7

Singab et al,
2012

Kalanchoe tubiflora

Dimalato de calancosina

Atividade citotoxica

Huang et al., 2013

Bryophyllum pinnatum

Bersaldegenina-1,3,5-ortoacetato

In Vitro enzimas de
inibicio da atividade,
farmacos

Prasad Pandey et
al., 2020

para  0s
modernos

Preparacdo do extracto: Cem gramas de folhas secas e vapores (4-6 mm) foram
macerados com 3000 mL de solvente de extracgdo (30% metanol, 70% agua); apos 72
h, o extracto foi separado do residuo sélido utilizando um papel filter (Whatman™
qualitativo, papel grau 1), e o solvente foi removido por destilagédo sob presséo reduzida
num evaporador rotativo BUCHI™ R-210 (Flawil, Alemanha), seguindo a metodologia
descrita por Rivero-Pérez et al, (2016). As concentracdes avaliadas para eclosdo de ovos
e inibicdo da mobilidade larvar, bem como a mortalidade larvar, foram de 200, 100, 50,
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25, e 12,5 mg mL. Extractos secos (35 g) foram armazenados a -20 °C até serem
utilizados.

Atividade anti-helmintica

Foram utilizados ovos de H. contortus (HC) e larvas de estadio L3 para avaliar a
actividade anti-helmintica. Os parasitas da estirpe INIFAP foram obtidos do Instituto
Nacional de Investigacdo Florestal, Animal e Agronémica (INIFAP).

Teste de ecloséo dos ovos

Os ovos HC foram obtidos segundo um protocolo aprovado pelo Comité de Bioética do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Autonoma do Estado de Hidalgo. Em
resumo, um cordeiro Hampshire (3 meses e 37 kg PV), clinicamente saudavel e livre de
nematodos gastrintestinais, foi infestado com larvas de HC L3 (350 larvas kg PV). Vinte
e um dias apos a infestacao, foram colhidas amostras de fezes e o nimero de ovos por
grama de fezes foi determinado pelo método McMaster (Cordero-Miguel et al., 2000).
Para recuperar os ovos HC, foi seguida a metodologia descrita por Olmedo et al., (2017).
Trinta gramas de fezes foram lavadas com agua destilada em peneiras de 200-, 100-, 75-
, € 37-um e concentradas na peneira de 37-um. O material retido na ultima peneira foi
lavado com 6 mL de solucéo salina saturada e centrifugado a 3000 rpm durante 3 min. O
sobrenadante foi descartado, e o sedimento foi lavado trés vezes com agua destilada
para obter ovos livres.

Para o ensaio foi utilizada uma placa ELISA de 96 orificios. Cada orificio foi adicionado
com 150-200 ovos em 50 pL de agua destilada e 50 pL de extracto (200, 100, 50, 25, ou
12,5 mg mL?). Cada concentracdo de extracto foi testada com quatro réplicas, usando
Ivermectina (5 mg mL?') e agua destilada como controlos positivos e negativos,
respectivamente. As placas foram incubadas a 30 °C durante 48 h numa camara de
humidade constante. Apos a incubacao, foram observadas ao microscépio dez aliquotas
de 10-pL para contar o nimero de ovos e larvas ndo incubados (mortos ou vivos) por
orificio. Finalmente, a percentagem de inibicdo de incubacdo de ovos foi calculada
utilizando a equacéo 1.

Numero de ovos no orificio

x 100 (1)

Nuamero de larvas L1 + Nimero de ovos no orificio

Teste de mortalidade larvar

Fezes de borregos infestados foram misturadas com agua destilada e espuma de
poliuretano (1,5 x 1,5 x 0,5 cm) e incubadas durante 10 dias a temperatura ambiente (15-
20 °C). Apos a incubacao, as larvas do HC L3 foram recuperadas seguindo a técnica
Baermann. As larvas do estadio L3 foram desengorduradas com 3% de hipoclorito de
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sédio (NaClO) durante um minuto e lavadas trés vezes com agua destilada para remover
o NaClO residual.

O ensaio foi realizado em placas de 96 orificios. Cada orificio foi adicionado com 150-
200 larvas suspensas em 50 L de agua e 50 pL de extracto de K. daigremontiana (200,
100, 50, 25, ou 12,5 mg mL?). Cada concentracdo de extracto foi testada com quatro
réplicas, usando Ivermectina (5 mg mL?) e agua destilada como controlos positivos e
negativos, respectivamente. As placas foram incubadas numa camara de humidade
constante a 30° C durante 72 h. Apés a incubacao, foram observadas ao microscépio dez
aliquotas de 10 pL para determinar o niumero de larvas vivas ou mortas por orificio. A
taxa de mortalidade para cada concentracdo de extracto foi determinada usando a
equacao 2:

Nuamero de larvas mortas no orificio (2)

x 100

Total de larvas no orificio

Teste de mobilidade larvar

Para este ensaio, as larvas de HC em fase L3 ndo aquecidas foram colocadas em placas
de 96 orificios. Cada orificio foi adicionado com 150-200 larvas suspensas em 50 L de
agua e 50 pL de extracto (200, 100, 50, 25, ou 12,5 mg mL1). Cada concentracéo de
extracto foi testada com quatro réplicas, usando Ivermectina (5 mg mL?) e gua destilada
como controlos positivos e negativos, respectivamente. As placas foram incubadas numa
camara de humidade constante a 30° C durante 72 h. Apdés a incubacéo, foram
observadas ao microscopio aliquotas de 10 pL para determinar o niamero de larvas
vivas/mortas, moveis/iméveis por orificio. A taxa de inibicdo da motilidade para cada
concentracéo de extracto foi determinada usando a equacéo 3:

Nuamero de larvas vivas em cada orificio—Larvas vivas com movimento em cada orificio

x 100 (3)

Numero total de larvas em cada pogo (vivas e mortas)

Atividade antibacteriana

Os microrganismos utilizados para determinar a atividade antibacteriana do extracto
hidroalcoolico de K. daigremontiana foram Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027), Listeria monocytogenes (ATCC 19113), e Escherichia coli (ATCC 35218).

O meétodo da microdiluicdo do caldo descrito por Kaewpiboo et al., (2012) foi utilizado
com algumas modificacdes para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do
extracto hidroalcodlico de K. daigremontiana. Foram preparadas diluicbes em série
duplas do extracto hidroalcodlico de K. daigremontiana (de 400 a 0,781 mg mL?) em
duplicado (100 uL por orificio). Uma suspenséao de células bacterianas foi ajustada para
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0,5 unidades McFarland (aproximadamente 1,5 x 10° unidades formadoras de colénias
[UFC] mL%). Uma aliquota de 10-puL foi adicionada a cada orificio. Kanamycin (AppliChem
4K10421™) foi utilizada como controlo positivo (64-0,5 ug mLt) e caldo nutritivo foi
utilizado como controlo negativo. As placas foram incubadas a 37 °C sob agitacédo (70
rpm) durante 24 h.

Apos incubacéo, 20 pL de 0,04% (p/v) de solucéo de p-iodonitrotetrazolium foi adicionado
a cada orificio e incubado durante 30 min. Uma mudanca na cor de amarelo para rosa
indicou a reducéo do corante devido ao crescimento bacteriano. O CIM foi determinado
para cada concentracdo de extracto como a concentracdo mais baixa em que nao se
observou crescimento microbiano, como determinado pela auséncia de mudanca de cor
(Figura 1).

Analise estatistica

Os dados foram analisados através da analise de variancia unidireccional e do teste post-
hoc Tukey-Kramer (a = 0,05). As concentracdes que inibiram 50% (CLso) e 90% (CLoo)
da eclosao e motilidade dos ovos HC, bem como as que mataram 50 e 90% das larvas,
foram calculadas por uma andlise PROBIT utilizando o pacote estatistico SAS 9.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade anti-helmintica

A eficacia média do extracto hidroalcodlico de K. daigremontiana contra HC é mostrada
no Tabela 2. Foi encontrada uma taxa significativamente diferente de inibicdo de eclosao
de ovos (IEH%) em relacdo aos controlos positivos e negativos (P < 0,0001) no intervalo
100-200 mg mL* (99,5%). Por outro lado, a mortalidade (MOR%) também foi
significativamente diferente em relacdo aos controlos (P < 0,0001), sendo os valores
MOR% mais elevados observados a 50 e 25 mg mL™* (16,4 e 14,5%, respectivamente).
Finalmente, foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos em termos
de inibicdo da motilidade (IMOT%). O valor IMOT% mais elevado foi observado a 200 e
100 mg mL™* (85,2% e 73,1%, respectivamente).

Como mostrado nas Figuras 1 e 2, os valores de CLso e CLgo para eclosao de ovos foram
66,5 e 87,3, e 1,5 e 240,9 para inibicdo da motilidade em larvas do estadio HC L3.

Tabela 2. Eficacia média (percentagem + Desvio Padrao) do extracto hidroalcoodlico de Kalanchoe
daigremontiana sobre H. contortus

Tratamento (mg mL™?) IEH%+DP IMOT%+DP MOR%=DP
agua 3.7+0.4¢ 0e 2.8+1.3cd
KD (200) 99.5+0.942 85.2+4.2° 6.9+3.1¢
KD (100) 99.5+0.952 73.1#5.3° 13.5¢2.6b
KD (50) 10.1+0.88° 64.8+5.7¢ 16.4+1.80
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KD (25) 4.7+0.29° 63.0+3.5¢ 14.5+2,2
KD (12.5) 3.6+0.30° 59.5+2.1¢ 13.541.1°
Ivermectina5 1002 100# 1002
EPM 0.019 0.147 0.061
P-value < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001

KD: Extracto hidroalcodlico de Kalanchoe daigremontiana. IEH: inibicao da ecloséo de ovos. IMOT: inibicao
da motilidade. MOR: mortalidade. EPM: erro padrao da média. Para cada coluna, letras diferentes indicam
diferencas significativas (a = 0,05, teste Tukey)

Atividade antibacteriana

Como mostra o Tabela 3, o extracto hidroalcodlico K. daigremontiana mostrou atividade
antibacteriana tanto contra as bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa) como Gram-
positivas (L. monocytogenes, B. subtilis, e S. aureus). O CIM era 100 mg mL™* para P.
aeruginosa e L. monocytogenes e 0,781 mg mL! contra B. subtilis e S. aureus.

Tabela 3. A concentracdo inibitéria minima de extracto hidroalcodlico de Kalanchoe daigremontiana
nas bactérias Gram (+) e Gram (-)

Concentragéo inibitoria minima (CIM)

Bactéria KD Kanamicina Agua
mg mL™t Hg mL-t
E. coli SA 4 SA
S. typhimurium SA 4 SA
S. choleraesuis SA 1 SA
P. aeruginosa 100® 64 SA
L. monocytogenes 100® 2 SA
B. subtilis 0.7812 8 SA
S. aureus 0.7812 64 SA

KD: Extracto hidroalcodlico de Kalanchoe daigremontiana. SA: Sem actividade. Os diferentes literais 2° na
coluna indicam diferencas estatisticas significativas (P<0.05)

Os nossos resultados sugerem que o extracto hidroalcodlico de K. daigremontiana tem
uma actividade significativa contra a eclosao in vitro de ovos de H. contortus (Figura 1).
A atividade do extracto foi tdo boa como a do controlo positivo (lvermectina 5 mg mL™?),
indicando a viabilidade da utilizacdo desta espécie vegetal como agente anti-helmintico.
Uma vez que nao foram encontradas diferencgas significativas entre 100 e 200 mg de
tratamentos mL1, a dose mais baixa pode ser utilizada para reduzir o risco de resisténcia
do nematodo ao farmaco. Curiosamente, a morte ndo foi o efeito principal do extracto,
mas sim a inibicdo da motilidade.
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O extracto hidroalcoodlico K. daigremontiana € capaz de inibir a eclosdo de ovos e a
motilidade larvar (Figura 2). Outras moléculas derivadas de plantas, como flavondides,
flavonas, saponinas, alcaldides, xantonas (Rivero et al., 2016), polifendis (Akkari et al.,
2016), taninos (Desrues et al., 2016) e derivados de pirazole-5-carboxamida (Jiao et al.,
2017), também foram relatados para reduzir a motilidade larvar. A presengca em K.
daigremontiana de flavondides e polifenois (Karwatzki et al., 1993) foi relatada, e é viavel
gue estes compostos desempenhem um papel na inibicdo da motilidade larvar.
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Cly,: 87.3 (84.4-90.7) mg/mL

Clg,:66.5 (64.7-68.4) mg/mL
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Figura 1. Concentracéo letal (CLso e CLgo) de extracto hidroalcodlico de Kalanchoe daigremontiana
parainibir a eclosédo de ovos de Haemonchus contortus
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Figura 2. Concentracéo letal (CLso € CLgo) de extracto hidroalcodlico de Kalanchoe daigremontiana
para inibir a motilidade em larvas de Haemonchus contortus L3-stage

Os nossos resultados mostram que o extracto hidroalcodlico de K. daigremontiana inibe
a motilidade das larvas do HC L3, mas ndo é eficaz para as matar. Isto poderia ser
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relevante para o uso proposto dos extractos de K. daigremontiana como anti-helmintico,
uma vez que (Moradpour et al., 2013) descreveram as alteracbes morfologicas nos
tecidos abomasais devido a migracao parasitaria para diferentes partes de abomaso de
ovelhas. Os resultados da actividade anti-helmintica aqui relatados sdo semelhantes aos
observados por Phatak (2013), que ndo encontrou qualquer actividade nos extractos
metandlicos e éteres de petréleo de Kalanchoe pinnata sobre a sobrevivéncia larvar;
contudo, os extractos reduziram a motilidade larvar Ao contrario desse estudo, contudo,
também avaliamos a inibicdo da eclosé@o de ovos, descobrindo que 99. 5% dos ovos ndo
eclodiram quando expostos a 100 e 200 mg mL™* do extracto, com um CLso de 66,5 mg
mL?1 e um CLoo de 87,3 mg mL*.De acordo com Lunkad et al., (2016), extractos de
espécies do subgénero Bryophyllum, tais como B. pinnatum, mostraram actividade anti-
helmintica em vérias concentracdes (30 e 50 mg/ml) contra minhocas indianas Pheretima
posthuman, contando como actividade anti-helmintica a paralisia e morte de mais de 50%
dos organismos.

Um possivel mecanismo de accdo dos metabolitos secundarios das plantas nos ovos e
larvas de nematodos como H. contortus envolve a inibicdo ou atraso do crescimento e
maturacdo do parasita pela afinidade das glicoproteinas na cuticula do parasita com os
compostos fendlicos (mediados por residuos de prolina); os polifendis podem ligar estas
proteinas, inibindo a motilidade, alimentacdo e reproducdo do parasita, causando
eventualmente a sua morte; além disso, as saponinas tém accdes membranoliticas
(Hernandez et al., 2018; Irshad et al., 2010).

Com respeito a actividade antibacteriana, o extracto hidroalcodlico de K. daigremontiana
mostrou uma maior actividade sobre bactérias gram-positivas do que sobre bactérias
gram-negativas; isto poderia ser explicado considerando que as bactérias gram-
negativas tém uma membrana externa fosfolipidica e porosas; a membrana fosfolipidica
que cobre os componentes lipopolissacéridos estruturais torna a parede celular
impermeével aos solutos lipofilicos.

Mothana et al., (2009) Mothana et al., (2009) avaliaram 25 plantas com actividade
antibacteriana, incluindo a farinacea de Kalanchoe. O extracto metandlico desta planta
tinha actividade inibitéria em S. aureus, B. subtilis, e Staphylococcus epidermidis multi-
resistente e S. aureus numa concentracdo de 4 mg mL™%, produzindo zonas de inibicdo
de 15 e 16-mm em culturas de S. aureus e S. epidermidis e S. aureus multi-resistentes,
respectivamente, e zonas de inibicdo de 10-mm em culturas de B. subtilis, mas néo teve
efeito contra bactérias gram-negativas.

Extractos de diclorometano de folhas de K. pinnata produziram zonas de inibicdo de 18-
mm quando ensaiados contra E. coli, mas néo tiveram efeito sobre S. aureus nem P.
aeruginosa. Esses resultados estdo em parcial concordancia com os aqui relatados. O
extracto hidroalcodlico de K. daigremontiana nao teve qualquer efeito sobre a E. coli, mas
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foi eficaz contra a P. aeruginosa, com um CIM de 100 mg mL%. O mesmo estudo relatou
que o extracto metandlico continha saponinas, glicosideos cardiacos e esteréides como
metabolitos secundarios com possivel actividade antibacteriana.

Richwagen et al., (2019) relataram actividade antibacteriana de extractos de duas
espécies de Kalanchoe, K. mortagei e K. fedtschenkoi, contra agentes patogénicos
ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter cloacae). A inibicdo
de crescimento superior a 50% (CLso) foi geralmente observada em concentragbes de
256 ug mLt e 128 yg mL2.

De Souza Barboza et al., (2016), corroboraram a actividade antimicrobiana de extractos
aquosos de folhas e flavonéides ocorridos em Kalanchoe pinnata (Lam.), concentracfes
de 100 pg.mL?, mostraram uma reducdo do crescimento superior a 50% para
Pseudomonas aeruginosa e Citrobacter freundii.

Akinnibosun et al., (1994) relataram que um extracto etanolico de folhas de K. pinnata
era mais eficaz contra S. aureus, E. coli, e P. aeruginosa do que extractos aquosos e
metandlicos da mesma planta, mostrando zonas de inibicdo de 17,3 £ 1,2, 12,7 £ 0,9, e
8,3 + 0,9 mm para S. aureus, E. coli, e P. aeruginosa, respectivamente. Uma analise
guimica qualitativa do extracto etanolico detectou flavonoides, esterdides, alcaldides,
taninos, glicosideos cardiacos, e acgucares redutores, juntamente com metabolitos
secundarios com actividade antimicrobiana relatada, principalmente saponinas e
compostos fendlicos como os taninos.

CONCLUSAO
O presente estudo mostra o potencial efeito anti-helmintico e antibacteriano do extracto
hidroalcoodlico Kalanchoe daigremontiana, contra Haemonchus contortus, bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, mostrando o melhor efeito sobre a inibicdo da eclosao
dos ovos e a mobilidade larvar do Haemonchus contortus e sobre o crescimento de B.
subtilis e S. aureus. Estes resultados indicam que o extracto hidroalcodlico Kalanchoe
daigremontiana pode ser utilizado como alternativa natural para o controlo ou tratamento
de doencas associadas a estes microrganismos. Embora a identificagcdo dos metabolitos
secundarios associados a estas actividades biologicas seja necessaria, bem como testes
de toxicidade in vitro e in vivo.
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