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RESUMO

A Cissus verticillata (L.) € uma espécie vegetal muito utilizada pela populacao
no tratamento de doencas. O uso se da pelas suas atividades bioldgicas, como
sua capacidade antiglicemiante, anticonvulsiva, antirreumatica entre outras.
Tendo em vista sua importadncia na medicina popular, faz-se necessaria a
avaliacdo da planta com uma abordagem toxicogenéticas, pois, mesmo tendo
caracteristicas benéficas para saude, pode apresentar algum efeito nocivo.
Este trabalho teve como objetivo avaliar as atividades toxicogenética,
antioxidante e a caracterizagcdo quimica dos extratos aquoso e etandlico de
Cissus verticillata, utilizando como organismo teste o Allium cepa (L.). Para
isso, os dois tipos de extratos foram caracterizados e utilizados como
tratamentos nos ensaios de fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, nas concentragbes de 100, 75, 50, 25 e 12,5 (% v/v). A
caracterizacdo quimica dos extratos revelou a presenca de classes de
metabolitos como flavonoides, acucares e taninos. Foi observado a reducéo da
germinacao das sementes de A. cepa has concentracdes 100, 75, 50, 25 (%
v/v) do extrato etandlico e no crescimento radicular em todas as concentragdes,
exceto nas concentragcfes 25 e 12,5 (% v/v) do extrato aquoso. O ciclo celular
das células meristematicas das raizes de A. cepa também foi afetado pela
reducédo do indice Mitdtico, nas concentracbes 75, 50, 25 (% v/v) do extrato
etandlico e na concentracdo 100 (% v/v) do extrato aquoso. Na analise da
atividade genotéxica e mutagénica ndo foi encontrada nenhuma alteracéo
significativa. Utilizando o método DPPH, foi possivel identificar a capacidade
antioxidante dos extratos, onde o extrato etandlico apresentou uma melhor
atividade quando comparado com o extrato aquoso, tendo um ECso de 364,65
ug.mL? e 982,51 pug.mL? respectivamente. Os dados obtidos neste estudo
indicam que os extratos de C. verticillata, mesmo causando alterac@o no indice
mitético ndo causou alteragcbes na molécula de DNA das células
meristeméaticas de Allium cepa, esse fato pode estar relacionado com a
presenca da atividade antioxidante dos extratos devido a presenca dos grupos
fendlicos como flavonoides e taninos. Esses dados colaboram para um uso

mais seguro da planta pela populacdo nas concentracdes testadas.



Palavras-chaves: Plantas Medicinais. Insulina vegetal. Alteracbes
cromossOmicas. DPPH. FT-ICR MS.



ABSTRACT

Cissus verticillata Nicolson & C. E. Jarvis is a plant species widely used by the
population in the treatment of diseases. Its use is due to its biological activities,
such as its antiglycemic, anticonvulsant, antirheumatic, among others. In view
of its importance in folk medicine, it is necessary to evaluate the plant with a
toxicogenetic approach, as, even with beneficial characteristics for health, it
may have some harmful effect. This work aimed to evaluate the toxicogenetic
and antioxidant activities and chemical characterization of aqueous and
ethanolic extracts of Cissus verticillata, using Allium cepa (L.) as test organism.
For this, the two types of extracts were characterized and used as treatments in
the phytotoxicity, cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity assays, at
concentrations of 100, 75, 50, 25 and 125 (% v/v). The chemical
characterization of the extracts revealed the presence of classes of metabolites
such as flavonoids, sugars and tannins. A reduction in A. cepa seed
germination was observed at concentrations 100, 75, 50, 25 (% v/v) of the
ethanol extract and root growth at all concentrations, except at concentrations
25 and 12.5 (% v /v) of the aqueous extract. The cell cycle of the meristematic
cells of A. cepa roots was also affected by the reduction of the Mitotic Index, at
the concentrations 75, 50, 25 (% v/v) of the ethanol extract and at the
concentration of 100 (% v/v) of the aqueous extract. In the analysis of genotoxic
and mutagenic activity, no significant alteration was found. Using the DPPH
method, it was possible to identify the antioxidant capacity of the extracts,
where the ethanol extract showed a better activity when compared to the
aqueous extract, having an EC50 of 364.65 pg.mL? and 982.51 pg.mL*
respectively. The data obtained in this study indicate that the extracts of C.
verticillata, even causing changes in the mitotic index did not cause changes in
the DNA molecule of the meristematic cells of Allium cepa, this fact may be
related to the presence of the antioxidant activity of the extracts due to the
presence of of phenolic groups such as flavonoids and tannins. These data
contribute to a safer use of the plant by the population at the concentrations

tested.



Keywords: Medicinal Plants. Vegetable insulin. Chromosomal alterations.
DPPH. FT-ICR MS.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo espécies silvestres ou cultivadas utilizadas na
prevencao e/ou no tratamento de doencas. Pode servir de matéria prima para o
desenvolvimento e producdo de novos medicamentos na medicina moderna,
porém sao muito utilizadas em praticas populares, sendo conhecidas como
medicamentos caseiros (medicina tradicional) (OMS, 2013).

O Brasil é um dos paises com a maior diversidade vegetal do mundo. Dai
resulta uma vasta e valiosa fonte de plantas com atividades biologicas e
farmacoldgicas que sdo empregadas na medicina tradicional (SILVA, MELO, et
al., 2013).

Dentro do cenario das plantas medicinais brasileiras, inclui a Cissus
verticillata, uma planta medicinal da familia Vitaceae, conhecida popularmente
como Insulina Vegetal, cip6-puca, entre outros nhomes populares a depender da
regido do pais (BARBOSA, et al., 2002; OLIVEIRA, 2006).

Diversas partes da planta, como os frutos, o caule e as folhas séo utilizados
popularmente na prevencado e tratamento de doencgas. O uso mais tradicional
da planta é nas formas de decoccéo e infusdo das folhas, onde é utilizada no
tratamento de diabetes tipo 2, isso devido a sua atividade hipoglicemiante
(PAULINO, 2019). Além da atividade hipoglicemiante outras atividades ja foram
descritas, como as atividades anticonvulsivante, anti-inflamatdria,
antirreumatica, antitérmica, anti-hipertensiva (PEPATO et al., 2003; LINO et al.,
2008; SALGADO, 2009; OLIVEIRA et al., 2012; DROBNIK & OLIVEIRA, 2015).

Mesmo o uso das plantas medicinais trazendo beneficios para a saude da
populacdo que faz o seu uso, efeitos prejudiciais a saude também podem ser
causados pelas plantas medicinais. As infusbes de plantas, podem apresentar
substancias toxicas, que podem vir a apresentar efeitos mutagénicos (Vicentini
et al., 2001; DAMASCENO et al., 2019; RAMAR et al., 2020).

Torna-se necessario investigar e compreender melhor os possiveis danos
causados por elas, principalmente as possiveis alteracbes geneéticas que
podem vir a gerar. A investigacdo dessas alteracdes ja € exigida tanto por

agéncias internacionais como a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) e
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Food and Drug Administration (FDA), como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (ARALDI, et al., 2015).

Neste sentindo, mesmo a planta apresentando diversas atividades biolégicas
e farmacoldgicas descritas, torna-se necessario investigar se a Cissus
verticillata apresenta atividade citogenotéxica e/ou mutagénica pelo teste de

Allium cepa. Além de descrever se a planta apresenta atividade antioxidante.

16



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Utilizagdo de plantas medicinais

O uso de plantas com fins terapéuticos € uma pratica popular, que vem
sendo passada por geragbes, sendo seu uso encorajado por diversas
organizacdes, como a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), principalmente em
paises em desenvolvimento. No Brasil o incentivo ao uso de plantas medicinais e
fitoterapicos, vem acontecendo desde 2006, com a implantacdo da Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e em seguida com a
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS)
(MATTOS et al, 2018). Ao longo do tempo evidéncias baseadas na
experimentacdo e repeticdo do conhecimento popular sobre o uso de plantas
medicinais tornaram possivel a inclusdo dos fitoterapicos na medicina tradicional
(SANTOS et al. 2011).

De acordo com OMS, as plantas medicinais sdo todas aquelas, silvestres
ou cultivadas, que sdo empregadas com o intuito de prevenir, aliviar, curar e
modificar algum processo fisiolégico seja ele normal ou patoldgico (ARIAS, 1999).
Ja a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), considera planta
medicinal toda aquela que possuir substancias capazes de apresentar algum tipo
de acgéao terapéutica (BRASIL, 2010).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) revelam que cerca de
80% da populacéo faz ou ja fez uso de alguma erva com o intuito de aliviar dores
e sensacdes de mal-estar, sendo a prépria OMS uma grande incentivadora do uso
de plantas medicinais na atualidade (WHO, 2015; MATTOS et al., 2018).

E importante destacar que a biodiversidade brasileira € imensa, e parte
consideravel dela ainda é desconhecida. O Brasil € o pais com maior diversidade
genética vegetal, tendo catalogadas mais de 55 mil espécies, podendo chegar até
550 mil espécies e, possui uma ampla tradicdo no uso de plantas medicinais,
vinculadas ao conhecimento popular (MINISTERIO DA SAUDE, 2006), seu uso
vem sendo apontado como promissor, dada a sua credibilidade terapéutica e o
baixo custo (NETO, 2020).
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Em diversas regifes e comunidades distantes, localizadas no meio rural,
onde ndo se tem acesso a medicacdo moderna por questdes econdmicas ou pela
inviabilidade de acesso ao meio urbano (FILOCREAO, et al., 2014 & VASQUEZ et
al.,, 2014), o conhecimento sobre as plantas medicinais e suas aplicacbes
terapéuticas muitas vezes sdo 0 Unico recurso para o tratamento e controle de
doencas (MACIEL et al., 2002; LOPES et al., 2010; SILVA et al. 2011).

Torna-se necessario pesquisas que assegurem a qualidade, seguranca e a
eficacia de espécies vegetais (SILVA et al., 2018; LIMA & FERNANDES, 2020).

O conhecimento popular sobre o uso de plantas como forma de terapia &
de grande importancia para medicina, ao longo dos anos levou a descoberta de
muitos agentes bioativos e uma incomparavel diversidade quimica que se
mostram eficazes no desenvolvimento de drogas modernas (JIGNA & SUMITRA
2007; COX & BALICK, 1994).

O uso de fitotergpicos vem aumentando cada vez mais, gracas a cultura
oriental e diversas propagandas que prometem diversos beneficios de forma
segura e natural, além disso, os mesmos passaram a ter facil acesso, sendo
passiveis de serem encontrados em farmacias e lojas de produtos naturais, porém
para que seu uso seja realmente seguro sdo necessarios testes toxicolégicos que
permitem a seguridade (JUNIOR, et al., 2005; FIGUEIREDO, et al., 2014;
NASCIMENTO et al., 2018).

2.2. Cissus Verticillata Nicolson & C. E. Jarvis (Vitaceae)

Cissus Verticillata Nicolson & C. E. Jarvis (Vitaceae) (Fig. 1), conhecida
popularmente por anil-trepador, cipé-puca, uva-branca, insulina vegetal, apresenta
uma vasta sinonimia, como Cissus sicyoides L., Cissus canescens Lam, Cissus
compressicaulis Ruiz & Pav., Cissus ovata Lam., Cissus smilacina Kunth, Cissus
tamoides Cambess., Cissus umbrosa Kunth, Phoradendron verticillatum (L.)
Ducke, Spondylantha aphylla C. Presl, Viscum verticillatum L., Vitis sicyoides (L.)
Baker (Nicolson et al, 1984; Lorenzi & Matos, 2002), € uma espécie pertencente a
familia Vitaceae, e do género Cissus. A familia Vitaceae tem grande importancia
econdmica, tendo em vista que algumas espécies da familia, como a Vittis sp.

género que pertence as uvas, que sao espécies onde seus frutos sdo usados
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como matéria prima para a producao de vinhos e outros produtos (ALEXANDRE,
2007). Além da importancia comercial das espécies do género Vittis, outros
géneros pertencentes a familia Vitaceae tem relevancia, que é o caso do género
Cissus, sendo o maior género da familia, tendo aproximadamente 350 espécies
(LOMBARDI, 2000). As espécies desse género sdao amplamente utilizadas na
ornamentagé&o e no tratamento e prevengao de doencas pela populacdo (RIBEIRO
et al., 1999; FERNANDES & BANU, 2012)

Figura 1. Espécie Cissus verticillata. a: Aspecto da espécie em campo. b: Detalhes dos

frutos e das folhas.

A Cissus verticillata € uma das espécies utilizadas pela populacdo na
prevencao e tratamento de doencgas. Ela € amplamente empregada no tratamento
de diabetes tipo 2, por apresentar acdo hipoglicemiante, onde seu uso é feito na
forma de cha das folhas, utilizando o método de decocg¢éo ou infusdo (PAULINO,
2019). Além da atividade antiglicemiante, foi descrito que a planta possui efeitos
anticonvulsivante, anti-inflamatéria, antirreumatica, antitérmica, anti-hipertensivo
(PEPATO et al., 2003; LINO et al., 2008; SALGADO, 2009; OLIVEIRA et al., 2012;
DROBNIK & OLIVEIRA, 2015), Garcia e colaboradores (1999) também
descreveram a atividade antigripal e combate de infec¢des respiratérias.

As atividades citadas acima sdo devido a presenca de metabdlitos
secundarios, como flavonoides, polissacarideos, compostos fendlicos entre outros.
No caso da Cissus verticillata, Viana e colaboradores (2004) atribuiram a reducgéo

de glicose em experimentos com ratos aos polissacarideos, enquanto 0s
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flavonoides foram responsaveis pela reducao de triglicerideos e de transaminases,
a presenca de alcaloides e taninos é especificamente responsaveis pela atividade
antinociceptiva (MR VANU, PALANIVELU, PANCHANATHAM, 2006; FI UCHE, JS
APRIOKU, 2008).

A distribuicdo desses metabdlitos se da ao longo de toda a planta, com

destaque para as partes aéreas. A tabela 1 apresenta os metabdlitos isolados e
descritos presentes na planta.

Tabela 1. Metabdlitos isolados da Cissus verticillata.

Nome do composto Classe Referéncia
Sabandina Cumarina BELTRAME,
Diosgenina Esteréide TOLEDO et al., 1983; QUILEZ et

al., 2004.
Hecogenina Esteréide TOLEDO et al., 1983; QUILEZ et
al., 2004.
B-Sitosterol Esterodide BELTRAME et al., 2002; GUPTA e
VERMA, 1991; SAIFAH et al.,
1987.
Resveratrol (E)-3,4’,5- Estilbeno- AHMED et al., 2000; QUILEZ et al,

trihidroxi-estilbeno derivado 2004.

Canferol Flavonoide BARBOSA et al, 2002.
Luteonina Flavonoide BARBOSA et al, 2002.

Luteonina-3’-sulfato Flavonoide BARBOSA et al, 2002.

5,6,7,8-tetrahidroxi- Heterosideo BELTRAME et al, 2002.

cumarina-5-3- cumarinico

xilopiranosideo

3-B-O-B-D-glicopiranosil- Heterosideo BELTRAME et al, 2002.
sitosterol esteroidal
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Canferol 3-a-raminosideo Heterosideo BELTRAME et al, 2001.
flavonoidico

Quercetina 3-a-raminosideo  Heterosideo BELTRAME et al, 2001.
flavonoidico

Delfinidin-3-rutinosideo Heterosideo TOLEDO et al, 1983.
flavonoidico

Cianidin-3-raminosil-arabinose  Heterosideo TOLEDO et al, 1983.
flavonoidico

Delfinidin-3-ramnosideo Heterosideo TOLEDO et al, 1983.
flavonoidico

Tabela modificada de ALEXANDRE, F. S. O. (2007).

A maioria dos estudos referentes a Tabela 1 estéo relacionados com as
atividades dos extratos, sendo extratos brutos ou de decoctos de partes da

planta, tendo em vista que € nessa forma que a populacéo faz uso.

2.3. Importancia da avaliacdo da planta

Devido a difusdo e consequentemente o aumento da demanda de
plantas medicinais, o setor farmacéutico vem desenvolvendo farmacos a base
de extratos vegetais, onde séo registrados e atende diferentes especialidades
medicinais (MELO et al., 2007; ZENI, 2017).

Entretanto, a grande maioria das plantas que sao utilizadas como
medicinais, ainda ndo possuem comprovacgao técnico-cientifica que garanta a
sua eficacia, seguranca e qualidade, para isso, é necessario a realizacdo de
estudos farmacoldgicos e avaliacdo das possiveis atividades biolégicas, além
de testes que revelem os efeitos toxicos (BAGATTINI, SILVA & TEDESCO,
2009; FARIAS, 2001).

Trabalhos ja vem sendo realizados com o intuito de conhecer as
atividades biologicas e os possiveis efeitos toxicos das plantas medicinais.
Silva, et al. (2020) analisaram o potencial citogenotéxico do extrato aquoso de

Laurus nobilis (L.) onde foi relatado a auséncia do potencial citogenétoxico nas
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concentracOes testadas. Pereira, et al (2020) também analisou os efeitos dos
extratos foliares de Poincianella bracteosa (Tul.) em Allium cepa, onde também
ndo encontraram efeito citogenotoxico e descreveram ainda o efeito protetor do
extrato nas células.

Portanto, o estudo dos efeitos bioldgicos das plantas medicinais se torna
extremamente importante, tendo em vista que a falta de informacgéo e o0 uso
indiscriminado dessas plantas por meio de infusbes e chas, podem vir a
acarretar danos a saude, tendo em vista que substancias presentes nessas
infusbes e chas podem ser toxicas, mutagénicas, carcinogénicas, quando
consumidas sem restricdes e de forma indiscriminada (VERRI et al., 2017).

Testes que avaliam os possiveis efeitos citogenotéxicos e mutagénico
de diferentes extratos vegetais, usando como bioindicador o Allium cepa
mostra alta sensibilidade e boa correlagdo com outros sistemas bioldgicos,
sendo de grande relevancia, tendo em vista que mesmo se tratando de extratos
vegetais, 0s mesmos podem apresentar na sua COmMpOSICA0 quimica
compostos que podem ser nocivos a saude (GUIDOTTI, et al., 2014; MOURA &
MOURA, 2017; SILVA, 2020).

2.4. Fitotoxicidade

As plantas interagem de diversas formas, um meio de interacdo €&
através dos metabdlitos. Os metabdlitos presentes em uma planta, podem
apresentar a capacidade de inibir ou até mesmo de estimular o
desenvolvimento de outras plantas (INDERJIT, 2005; CARVALHO et al., 2016).
Os metabolitos secundarios especializados, sdo espalhados por diversas
formas, seja por meio da lixiviacdo das partes aéreas, exsudacao radicular,
volatilizacdo (RICE, 1984; WEIR et al., 2004) ou até mesmo por residuos de
plantas em decomposicdo, podendo afetar o metabolismo, afetando a
fotossintese, absor¢cdo de nutrientes, a divisdo celular e consequentemente
alterando a morfologia de outras plantas (INDERJIT E DUKE, 2003; FIORENZA
et al., 2016). Portanto, algumas substancias do metabolismo secundario das
plantas apresentam potencial fitotOxico, ou seja, acao toxica em relacéo a outra

planta.
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A fitotoxicidade de uma substancia € avaliada a partir de alteracbes no
percentual de germinacéo de sementes, no crescimento radicular e aéreo e no
indice de velocidade de germinacdo. A avaliacdo da fitotoxicidade de uma
substancia permite determinar a capacidade de inibicdo da germinacéo, de
desenvolvimento da planta e do crescimento das raizes (TRAUTMANN, N. M.,
KRASNY, M. E., 1998; ASLAM et al., 2007; ARAGAO, 2017; JORGE, 2018).

Portanto o potencial alelopético e a fitotoxicidade de substancias dos
metabdlitos secundarios das plantas desperta grande interesse nos estudos
para o desenvolvimento de produtos que podem vir a ser utilizados como
bioherbicidas, sendo eficientes no controle de ervas daninhas no ambiente
agricola e podendo ser menos agressivo ao meio ambiente em comparacao
aos herbicidas tradicionais (MACIEL et al., 2017).

2.5. Citotoxicidade

Os agentes citotéxicos sdo todos os que apresentam capacidade de
causar algum dano a célula, seja subletal ou letal. Esses agentes atuam
inibindo as sinteses na célula - como a sintese de proteina, de acidos nucleicos
-, afetam as vias de producdo de energia celular e até mesmo incidem na
integridade das membranas plasméticas - membrana celular e membrana
intracelular - (ISTIFLI; HUSUNET; ILA, 2019). Um teste importante para avaliar
as propriedades nocivas de uma substancia em relacédo as células é o indice
mitético (IM), que se baseia no numero de células em divisdo (PORRAS
TORRES et al., 2013).

A avaliacdo da citotoxicidade é de extrema importdncia na érea da
salde, onde caracterizam-se substancias que podem ser utilizadas na area
meédica. Varios relatos revelam que plantas e seus produtos que sao utilizados
na medicina apresenta atividade tOxica para as estruturas das ceélulas
(MADHU, SREEJA & PRIYA, 2020). Exemplo dessas plantas que TRAZEM
efeitos nocivos para as células, sdo os extratos das folhas e caules de
Alophylus edulis, planta empregada na fisioterapia popular que mostrou
atividade citotoxica (YAJIA, et al., 1999). Os testes visam avaliar possiveis
efeitos danosos as células, tendo em vista que a citotoxicidade esta
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diretamente relacionada a atividade de alguma substancia em promover algum
tipo de alteracdo metabdlica celular (ARAGAO, 2017; PONTES, 2018).

2.6. Genotoxicidade

A genotoxicidade leva em consideracédo a capacidade da substancia em
causar alguma alteracdo nuclear (AN) durante a divisdo celular, aparelho
celular e nas topoisomerases, que desempenham papel importante no
processo de replicacdo e empacotamento do DNA (SLOCZNKA et al., 2014,
IQBAL et al., 2019). Esses agentes causam alteracdes no material genético,
por intermédio de intera¢cdes (KRUGER, 2009; FIGUEIRA, 2017). Entretanto,
as células apresentam mecanismo de reparo do DNA o qual é responsavel por
identificar, controlar e reparar as alteracdes sofridas pelo material genético. O
sistema de reparo pode funcionar ou ndo. Caso essas modificacdes sofridas
pelo DNA sejam reparadas, elas sdo consideradas alteracfes genotoxicas, ou
seja, nao sdo permanentes (FAGUNDES, 2012; TERRAZAS, 2013;
CARVALHO, 2014).

Portanto, a genotoxicidade permite avaliar possiveis alteracdes do
material genético exposto a algum agente genotoxico, essa avaliacao se da por
alteracdes nucleares, como nudcleos lobados — resultado de anafases
multipolares com presenca de pontes cromossOmicas; Broto nuclear — Sua
origem esta relacionada com a formacao precoce do envoltério nuclear, onde
nao ocorreu a migracdo completa dos cromossomos para 0s polos. Essas
alteracdes nucleares levam ao processo de morte celular (LEME et al., 2008;
LEME e MARIN-MORALES, 2008; IQBAL et al., 2019).

Caso o sistema de reparo nao consiga desempenhar sua funcéo
corretamente reparando as alteracdes sofridas no DNA, esses efeitos sao
fixados e transmitidos para células filhas, esse agente genotéxico passa entdo

a apresentar caracteristicas mutagénicas (DEARFIELD et al., 2002).

2.7. Mutagenicidade

24



A mutagenicidade € a capacidade de induzir ou aumentar as frequéncias
de mutacbGes por um agente. Portanto, a mutagenicidade avalia os danos
permanentes no contetdo ou na estrutura do material genético. As alteracdes
estruturais induzidas por agentes mutagénicos sao alteracdes no numero de
cromossomos (euploidia, poliploidia, aneuploidia), além de mudancas
grosseiras nas estruturas dos cromossomos - alteragdes cromossomicas -
(COSTA et al., 2014; FIGUEIRA, 2017). A maioria dos testes realizados para a
deteccdo de substancias mutagénicas baseia-se na analise de alteracdes
cromossOmicas estruturais, trocas de cromatides irmads e formacdo de
microntcleos (PENA, 1996).

Uma das formas de avaliar a mutagenicidade é por meio do teste de
micronucleo (MN), é um teste bem simples comparado ao teste de alteracdes
nucleares, as anormalidades observadas no teste de MN sdo a presenca de
corpusculos de cromatina parecidos com um pequeno nucleo, ficando
separados do nucleo principal da célula e o tamanho reduzido do nucleo das
células filhas em comparacdo a célula mae. (IQBAL et al.,, 2019; MORAIS,
2019).

Os MN'’s sao originados de duas formas, fragmentacédo de cromossomos

acéntricos (nao apresentam centrémeros), oriundo de acdo clastogénica, ou
formacdo de MN com cromossomos inteiros, que devido a algum erro no
centrbmero ou na citocinese se atrasaram durante a migracao para os polos
durante a anéafase, essa segunda forma se d& por acdo aneugénica - perda
cromossOmica (COSTA et al., 2014; FIGUEIRA, 2017).
Outras técnicas podem ser empregadas para analisar a mutagenicidade de
uma substancia, como por exemplo, o uso de bandeamento cromossémico,
hibridizacao in situ, técnicas que auxiliam na detec¢édo de agentes mutagénicos
(OLIVEIRA, 2016; LEME e MARIN-MORALES, 2009).

2.8. Atividade antioxidante pelo método de DPPH

Os processos metabdlicos e fisiolégicos das células, sejam em células
animais ou vegetais que possuem respiracdo aerébica, produzem radicais

livres, moléculas ou fragmentos de moléculas que em sua constituicdo quimica
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apresentam elétrons livres ndo pareados em sua Orbita externa, que por sua
vez sdo quimicamente instaveis e altamente reativos (CANTRELE, 2005;
GERVASIO, 2019). Esses elétrons ndo pareados, quando presentes nas
moléculas alteram sua reatividade, sendo mais reativos que aquelas moléculas
ndo-radicalares. Sendo assim, eles s8o instaveis e altamente reativos
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROS), estdo entre os radicais livres
mais conhecidos, as EROS séo intermediarias da reducédo parcial do oxigénio
(FERREIRA, 2009; CANTRELE, 2005). Quando um elétron é transferido para o
O2 é produzido o primeiro intermediario reativo, que é o radical superoxido
(O2¢), que sofre uma alteracdo, transformando em peroxido de hidrogénio
(H202), em seguida uma das moléculas de Oz é quebrada formando uma
hidroxila (*OH) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SAND, 2005).

De todos os intermediarios produzidos pela formacdo de EROS, a
hidroxila é o radical considerado mais reativo e prejudicial, pois passa a ser um
precursor para a formacdo de outras espécies reativas toxicas, que estdo
relacionadas com a peroxidacao de lipideos, alteracdes no material genético,
como a troca de bases e quebra da fita de DNA, entre outros danos (CORRADI
DA SILVA et al., 2008; SAND, 2005; VASCONCELOS et al., 2007).

Além dos EROS, as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs) sdo um
grupo importante de moléculas que provoca o estresse oxidativo. A principal
ERN é o oxido nitrico (NO), sendo formadas outras ERN a partir dele. O NO é
um potente iniciador de peroxidacéo lipidica, porém s6 ocorre quando entra em
contato com Oz (CORRADI DA SILVA et al, 2008; SAND, 2005;
VASCONCELOS et al., 2007).

Para o bom funcionamento dos sistemas biologicos, os antioxidantes,
reacbes pré-oxidantes e oxidantes devem estar em equilibrio. Quando um
desses fatores estd em desequilibrio temos o estresse oxidativo
(VASCONCELQOS, et al., 2007).

O estresse oxidativo gera um mau funcionamento dos sistemas
bioldgicos. Nos humanos essa condi¢do esta relacionada com o surgimento ou
0 agravo de algumas doencas, como nefropatias, alguns tipos de cancer e
diabetes (RODRIGO & RIVERA, 2002; WU et al., 2005; LAPIDOT et al., 2002).
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Nas plantas essa condicao € responsavel por alguns disturbios fotossintéticos e
pelo apodrecimento dos frutos (DELARMELINA, 2017; CANTRELE, 2005).

A producdo e presencga desses radicais livres, que leva ao estresse
oxidativo, levou ao desenvolvimento de mecanismos de defesas contra esse
fator, limitando os niveis de radicais livres intracelular e impedindo os danos
causados por eles. Os responsaveis por essa defesa sdo os antioxidantes
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Os agentes antioxidantes podem ser definidos como qualquer
substancia que presente em baixas concentracdes, quando comparado ao
substrato oxidavel, tem a capacidade de atrasar ou inibir a oxidagdo desse
substrato. Os antioxidantes podem atuar de duas maneiras, retirando os
potenciais agentes oxidantes ou reparando os danos causados por esses
agentes. Entre as responsaveis por neutralizar os agentes oxidantes temos a:
glutationa reduzida (GSH), superéxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-
peroxidase (GSH-Px) e a Vitamina E. Quando os danos ja foram causados, 0
reparo pode ser feito por compostos como a, glutationa-redutase (GSH-Rd), a
glutationa-peroxidase (GSH-Px) e o acido ascorbico (MORAIS et al., 2013).

Sabendo da importancia e relevancia desses agentes antioxidantes, a
busca por novas moléculas € ininterrupta, pois essa atividade esta diretamente
ligada com outras atividades bioldgicas, tendo aplicacdes na saude humana e
na saude vegetal (MORAIS et al., 2013; GIESE, 2015).

Como os antioxidantes podem atuar de diferentes formas, a identificacéo
dessa atividade pode ser feita de diversas maneiras. Os mecanismos mais
utiizados para a identificacdo se uma molécula apresenta atividade
antioxidante € a de sequestro de radicais livres e da capacidade de reducao do
ferro. Entre os testes utilizados para avaliar a atividade antioxidante temos,
ABTS, DPPH, FRAP e Quelante do Fe2+. Os dois primeiros testes avaliam a
capacidade de sequestro dos radicais livres, quando as duas ultimas a reducéo
do ferro (SIRIVIBULKOVIT; NOUANTHAVONG; SAMEENOI, 2018; SOUZA,
2013).

Véarios testes podem ser empregados nas analises de compostos
simples, como é o0 caso dos extratos vegetais, porém o teste de DPPH

apresenta uma certa vantagem, pois permite uma analise mais refinada quando
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0s compostos estudados sdo mais sollveis em solventes organicos, além da
possibilidade da compra ja pronta do radical livre (SUCUPIRA, 2012).

O método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) é capaz de identificar se
um composto é capaz de sequestrar radicais livres. O radical livre DPPH
apresenta coloracdo violeta, e ao ser neutralizado se transforma em difenil-
picril-hidrazina (DPPH-H) perdendo sua coloracdo violeta. Essa mudanca na
coloracdo aponta quando o radical DPPH foi reduzido, permitindo assim,
monitorar a atividade antioxidante de um composto (BORGES et al., 2011,
SUCUPIRA et al., 2012).

Além da mudanga visual, para monitorar a atividade antioxidante, é
observada a reducgédo da absorbancia observada, onde o DPPH na forma né&o
reduzida apresenta um comprimento de onda maxima absorvido de 516nm,
guando um composto apresenta atividade antioxidante essa absorbéancia é

reduzida, sendo possivel detectar em Elisa (BORGES, et al, 2011).

Figura 2. Reagdo entre um antioxidante e DPPH. O AH representa uma molécula
doadora (antioxidante), e o A é o composto final, ndo radicalar.
FONTE: (SIRIVIBULKOVIT et al., 2018).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo investigar as atividades
toxicogenéticas, antioxidante e caracterizar a composicdo quimica dos extratos

aquoso e etandlico das folhas de Cissus verticillata.

3.2. Objetivos especificos

e Verificar as atividades fitotoxica, citotoxica, genotdxica e mutagénica dos
extratos aquoso e etanodlico das folhas de Cissus verticillata em Allium

cepal.;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico das

folhas de Cissus verticillata por meio do teste colométrico in vitro: DPPH.

e Identificar os compostos quimicos presentes nos extratos aquoso e

etandlico das folhas de C. verticillata por espectrometria de massa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material vegetal

Folhas jovens de Cissus verticillata (Fig. 1) foram coletadas no més de
dezembro de 2020, no periodo da manhd, na regido de Nova Almeida,
municipio de Serra, Espirito Santo, Brasil (20°06’60”S, 40°18’52”W), onde
predomina o clima tropical, com a maior taxa de pluviosidade no veréo e clima
seco no inverno. Apoés a coleta, o material vegetal foi identificado e catalogado
no Herbéario VIES da Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria com o
namero VIES 50100.

Os ensaios biologicos foram realizados com sementes de Allium cepa

(cultivar comercial Baia Periforme, Isla sementes, Lote 121953).

4.2. Obtencao dos extratos foliares

O extrato aquoso foi preparado pelo método de infuséo utilizando 30g de
folhas frescas, trituradas colocadas em 300 mL de agua destilada aquecida a
100°C. Apés descanso de 10 minutos, o extrato foi filtrado e realizada a
diluicho para obtencdo das concentracfes. Para a obtencdo do extrato
etandlico das amostras de folhas de C. verticilla foram pesadas 30 gramas do
material vegetal fresco triturado, adicionados 300 mL de alcool etilico 70%,
deixado durante 72 horas, misturando no shaker, na auséncia de luminosidade,
com rotacdo de 100 rpm. Apds o periodo de agitacdo, a solucéo foi filtrada e
concentrada a rotaevoporacao, no banho maria a 80°C, rotacdo de 80 rpm, até
completa evaporacédo do etanol.

4.3. Rastreio fitoquimico dos extratos

A triagem fitoquimica para determinar os principais compostos do
metabolismo secundario presentes nos extratos aquoso e etandlico das folhas
de Cissus verticillata foi feita utilizando o método de Espectrometria de massa
de ion ciclotrénico com Transformada de Fourier (FT-ICR MS). As amostras

foram solubilizadas em metanol na concentragdo de 1mg/mL e inseridas no
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equipamento (Solarix modelo 9.4T, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) com
fonte de eletrospray no modo negativo com fluxo de 5pL/min e ajustado para
operar numa variagdao de m/z de 150 a 1500. A fonte de eletrospray foi
condicionada para pressdo de nebulizacdo do gas de 1.0 bar, voltagem do
capilar de 3.8kV e capilar de transferéncia na temperatura de 200°C. Os
espectros de fragmentacdo de MS-MS foram obtidos em um analisador
quadrupolo acoplado ao FT-ICR MS com 1s de tempo de acumulo e energia de
colisdo variando de 25 a 45%. Os espectros de massas foram analisados pelo
software Data Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para a
identificacdo dos compostos propostos foram utilizados, o ion gerado, formula
molecular, equivalente de ligacdes duplas e dados da literatura de substancias
na espécie ou género e comparados com os dados da literatura no Chemspider

e Basemol.

4.4. Preparagao das amostras vegetais

Para realizacdo dos ensaios biolégicos, os extratos aquoso e etandlico
das folhas de Cissus verticillata foram diluidos em agua destilada e testados
nas concentragdes 100, 75, 50, 25 e 12,5 (% v/v). O herbicida glifosato (1mL/L)
e 0 metanossulfonato de metila (MMS) (0,004 M) foram utilizados como
controle positivo, além da agua destilada usada como controle negativo. Cada
repeticdo correspondeu a uma placa de Petri (9 cm de diametro) contendo 25
sementes. As sementes de A. cepa foram dispostas sobre papel filtro e em
seguida umedecidas com 2 mL de cada extrato. As placas foram envoltas com
plastico filme e incubadas em camara de germinacédo (BOD) a 24+2°C durante

todo periodo experimental.

4.5. Andlise fitotdxica

Para a analise fitotdxica o nUmero de sementes germinadas foi avaliado
de 12 as 96h, com 12h de intervalo. Ao final desse periodo o indice de
velocidade de germinacéo (IVG) foi calcado usando a seguinte formula:
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(N1) x 1 + (N1+N2) X %2 + (N3+N2) x 1/3 ... (Ny—(Ny-1)) x 1ly
Ny= numero de sementes germinadas em um dado periodo;

Y= numero total de intervalos de tempo.

A porcentagem de germinagdo e o crescimento radicular foram obtidas
as 96h de exposicdo aos tratamentos. Todas as medi¢des foram realizadas

com auxilio de um paquimetro digital.

4.6. Analise citotoxica, genotdxica e mutagénica

As analises citotoxicas, genotoxicas e mutagénicas foram realizadas em
raizes provindas do teste de germinacdo, no qual as raizes foram submetidas
com as diferentes concentracdes dos extratos e controles durante 96h, 10
raizes foram fixadas em solucdo Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) e
armazenadas a -18°C em freezer. Foi realizado duas trocas do fixador, uma
apos 10 minutos e a segunda apos 24 horas.

Passada a etapa de fixacao, as raizes foram lavadas 3 vezes em agua
destilada por um tempo de 10 minutos, em seguida foram hidrolisadas em HCI
5M por 18 minutos em temperatura ambiente e lavadas em agua destilada
novamente. Laminas com os meristemas foram preparadas pela técnica de
esmagamento e coradas com orceina acética 2%. Para a preparacdo das
laminas permanentes, as laminulas foram destacadas pelo congelamento em
nitrogénio liquido e posteriormente vedadas com verniz vitral. Foram
analisadas cinco laminas para cada tratamento, totalizando 5000 células por
tratamento.

A avaliagcdo da citotoxicidade foi feita de acordo com o indice mitético,
cujo somatoério do niamero de células em cada fase da divisdo celular foi
dividido pelo numero total de células observadas e multiplicada por cem. O
possivel efeito genotoxico foi avaliado por meio da frequéncia de alteracdes
cromossomicas (AC), o somatorio de cada uma das alteracdes foi dividido pelo
namero total de células observadas. A mutagenicidade foi analisada de acordo

com a frequéncia de células com microndcleo (MN), quantificadas por meio da
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divisdo de células micronucleadas pelo numero total de células observadas,

multiplicado por cem a fim de obter a porcentagem.

4.7. Atividade antioxidante

Para avaliar a atividade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico de
C. verticillata foi utilizado o teste colorimétrico DPPH, seguindo a metodologia
descrita por Rufino et al., (2007) e Re et al., (1999) com modificacdes.

Esse método permite avaliar a atividade antioxidante de um composto
por meio do sequestro do radical livre 2,2difenil-1-picril-hidraliza (DPPH).

Para a realizacdo do teste, inicialmente foram preparadas solucdes de
DPPH a 0,3mM, e dos extratos aquoso e etandlico de C. verticillata na
concentragdo de 1mg.mlt ambos em dlcool etilico. Em sequéncia essas
solugdes foram utilizadas para preparar a diluicdo seriada, sendo a primeira de
1mL, onde era retirada dessa 500uL e passado para o tubo seguinte onde
eram adicionados mais 500uL do solvente, repetindo esse processo sete
vezes.

Os padrdes utilizados para efeito de comparacdo foram o Acido
ascorbico e o Trolox, os padrdes foram feitos na concentragdo de 1mg/mL,
sendo preparado em 4&lcool etilico. A partir da concentracdo inicial foram
preparadas diluicbes seriadas em microtubos de 2mL. No primeiro tubo foi
adicionado 2mL de solugdo na concentracdo de 1mg.mL? e nos tubos
seguintes 1mL de alcool etilico. Em seguida, foi retirado 1mL do primeiro tubo e
acrescentado ao segundo, que foi homogeneizado. Esse passo foi repetido do
segundo tubo para o terceiro e assim, sucessivamente, até alcancarmos a
menor concentragdo utilizada, que foi de 7, 81mg.mL2.

Para a montagem da placa e analise dos resultados, foram adicionados
100uL de cada concentracdo dos extratos e dos padrdes em seguida
adicionados a eles 200uL da solucdo de DPPH. Como branco foi utilizado
300uL de alcool etilico e como controle 100uL de alcool etilico+200uL da
solucéo de DPPH.

A leitura da placa foi feita em aparelho de Elisa a absorbancia de 740

nm. Para a andlise dos resultados foi feito o célculo do ECso que mostra a
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concentracdo necessaria de amostra para neutralizar 50% do radical. O calculo
de ECso foi feito utilizando a seguinte férmula:

(Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra)
EC50 = — X 100
Absorbancia do controle

4.8. Analise estatistica

O delineamento experimental dos ensaios vegetais foi inteiramente
casualizado (DIC), com 4 repeticbes para cada tratamento. Os dados dos
testes fitotoxicos e citogenotoxicos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e os valores médios ao teste de Dunnett a p < 0,05. Para o teste de
atividade antioxidante foi realizado uma regresséo, para calcular o valor de
ECso. Toda analise estatistica foi realizada por meio do Programa R, versdo
4.0.3 (R, 2021).
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5. RESULTADOS

5.1. Fitotoxicidade dos extratos foliares de Cissus verticillata em Allium
cepa

Utilizando a planta Allium cepa como modelo, foram avaliadas a
fitotoxicidade dos extratos aquoso e etandlico usando como variaveis a
porcentagem de germinacédo, o indice de velocidade de germinacao (IVG) e o

crescimento radicular (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros macroscopicos avaliados em sementes de Allium cepa tratada
com diferentes concentragbes do extrato aquoso e extrato etandlico das folhas de
Cissus verticillata.

Tratamentos (% v/v) G (%) IVG CR (mm)
Extrato 100 47+5.20 * 1.7720+0.28 * 2.0425+0.41 c
Etanolico 75  47+520c  2.0547+0.28 * 1.73+0.41 ¢
50 58+5.20 ¢ 2.586620.28 C 4.36520.41 *
25 53+5.20 ¢ 2.73830.28 ¢ 2.9925+0.41 ¢
125  75#5.20abc  3.9175%0.28 abc 4.04+0.41 ¢
Extrato 100  82+5.20abc  4.2610+0.28 abc  4.0425:0.41 ¢
Aquoso 75  80x5.20abc  4.215410.28 abc  4.6025+0.41 *
50  84+520abc  4.4404+0.28 abc  4.7175+0.41 *
25  82+520ab  4.3377+0.28 abc  4.9925+0.41 a
125 83#5.20abc  4.5380:0.28 ab  5.3625:0.41 ab
Agua - 80+5.20 a 4.7877+0.28 a 6.2625+0.41 a
MMS - 87+5.20 b 4.6526+0.28 b 6.5675+0.41 b
Glifosato - 66+5.20c  3.4702+0.28 ¢ 2.35+0.41 ¢

Médias+S.E seguidas pela letra a sdo estatisticamente iguais a 4gua; médias seguidas
pela letra b séo estatisticamente iguais ao MMS (metanossulfonato de metila); médias
seguidas pela letra c séo estatisticamente iguais ao glifosato, médias seguidas por *
diferiram significativamente de todos os controles pelo teste de Dunnett (p<0,05). S.E:
Erro padrdo. G: Germinacdo. IVG: indice de velocidade de germinagdo. CR:
Crescimento radicular.
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Ao avaliar a porcentagem de germinacédo foi observada uma reducéo
significativa em todas as concentragfes do extrato etandlico, reducdo essa de
41,25% nas concentracdes 100, 75 e reducéo de 27,5% (50 % v/v), e 33,75%
em 25 (% v/v), quando comparada ao controle negativo. A menor concentracao
do extrato etandlico e o extrato aquoso nao apresentaram reducao significativa
guando comparada ao controle negativo (Tabela 2).

O indice de velocidade de germinacdo, sofreu inibicdo gradual pelas
concentracfes de 100, 75, 50 e 25 (% v/v) do extrato etandlico, com o IVG
diminuindo de acordo com o aumento das concentracdes. A concentracdo 100
(% v/v) do extrato etandlico diferiu significativamente de todos os controles. Ja
0 extrato aquoso e a concentracdo de 12,5 (% v/v) do extrato etandlico nao
apresentaram diferenca significativa do controle negativo no IVG (Tabela 2).

Os extratos, aquoso e etandlico interferiram no crescimento das raizes
da planta modelo testada, onde apenas as concentragdes 25 e 12,5 (% v/v) do
extrato aquoso ndo suprimiram o alongamento das raizes de A. cepa. As
concentracbes 100, 75, 50, 25 e 12,5 (5 v/v) do extrato etandlico reduziram
67,33%, 72,37%, 30,30%, 52,20%, 35,5% respectivamente o cumprimento das
raizes, jA as concentra¢des 100, 75, 50 (% v/v) do extrato aquoso reduziram
em 35,5%, 26,5%, 24,70 respectivamente. Apenas as concentracdes 25 e 12,5
(5 v/v) do extrato aquoso ndo apresentaram reducdo significativa comparada
ao controle positivo (Tabela 2).

Observou-se que o0 extrato etandlico apresentou uma maior

fitotoxicidade em relacdo ao extrato aquoso.
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5.2. Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade dos extratos
foliares de Cissus verticillata pelo sistema de Allium cepa

Para avaliar a citotoxicidade dos extratos, levou-se em consideragéo o
indice mitético (IM) em células meristeméticas de A. cepa de acordo com 0s
resultados da tabela 3.

Foi observada uma reducao do indice mitético nas concentracdes 75, 50
e 25% do extrato etandlico e apenas na concentracdo 100% do extrato aquoso.
A reducéo do IM foi de 53,84% para a concentracdo 75%, 48,29% e 47,54%
para as concentracdes 50% e 25% no extrato etandlico respectivamente, ja a
concentracédo de 100% do extrato aquoso apresentou uma reducdo de 40,47%
em relacdo ao controle negativo, as demais concentracées nao apresentaram
alteracdes significativas comparado ao controle negativo.

Em relacdo as fases do ciclo celular, foi observado a diminuicdo da
ocorréncia de metafases, anafases e teldfases durante a divisdo celular na
maioria das concentracdes do extrato etandlico em relacdo ao controle
negativo, onde a porcentagem de diminuicdo dessas Vvariaveis foi
respectivamente de 1,36, 1,14 e 1,72 na concentracdo 100% do extrato
etandlico, 1,06, 0,80 e 1,18 na concentracdo 75%, 1,10, 1,26 e 1,62 na
concentragdo 50% e 1,72, 1,32 e 1,64 na concentragdo 25%. Ja no extrato
aguoso foi possivel observar uma diminuicdo da ocorréncia de anafases em
relacdo ao controle negativo na maioria das concentracfes, exceto na

concentracéo 25% (Tabela 3).
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Tabela 3. Frequéncia das fases do ciclo celular e IM (indice mitético) de células meristeméticas avaliadas em Allium cepa tratada com
diferentes concentracdes de extrato aquoso e extrato etandlico das folhas de Cissus verticillata.

Tratamentos (% v/v) Interfase Profase Metafase Anafase Tel6fase IM (%)
Extrato 100 64.82+2.74 * 8.4+0.87 * 1.36+0.51 bc 1.14+0.37 bc 1.72+0.39bc  12.62+1.57 abc
Etanolico 75  84.36:12.70 abc  4.28+0.87abc  1.06+0.51bc  0.80+037b  1.18+039bc  7.32+1.57 bc
50 86.12+2.70 abc  4.22+0.87 abc  1.10+0.51 bc 1.26+0.37 bc 1.62+0.39 bc 8.20+1.57 bc
25 89.50+2.70 abc  3.64+0.87 abc  1.72+0.51 bc 1.32+0.37 bc 1.64+0.39 bc 8.32+1.57 bc
12.5 80.50+2.70 ab 3.92+0.87ab  3.56x0.51abc  2.46+0.37 bc  2.80+0.39 abc  12.74+1.57 abc
Extrato 100 88.04+2.70 abc  2.86+0.87 abc  2.52+0.51 bc 1.80+0.37 b 2.26+0.39 abc  9.44+1.57 bc
Aquoso 75 84.18+2.70 abc  3.74+0.87 abc  3.36x0.51 abc 2.98+0.3 bc 3.22+0.39 abc  13.30+1.57 abc
50 87.77+2.70 abc  3.80+0.87 abc  1.78+0.51 bc 2.40+0.37 bc  2.44+0.39 abc  10.43+1.57 abc
25 86.27+2.70 abc  3.40+0.87 abc  3.26:0.51 abc  3.14+0.37 abc  2.48+0.39 abc  12.31+1.57 abc
125  86.94+2.70abc  2.80+0.87 abc  3.34+0.51abc  2.90+0.37bc  3.16+0.39 abc  12.20+1.57 abc
Agua - 82.8+2.74 a 3.60+0.87 a 4.56+0.51 a 4.36+0.37 a 3.34+0.39 a 15.86+1.57 a
MMS - 82.6+2.70 b 2.62+0.87 b 2.54+0.51 b 2.46+0.37 b 2.04+0.39 b 9.66+1.57 b
Glifosato - 88.32+2.70 C 1.86+0..87 C 2.52+0.51 C 2.00£0.37 ¢ 2.12+0.39 ¢ 8.50+1.57 C

Médias+S.E seguidas pela letra a sdo estatisticamente iguais a agua; médias seguidas pela letra b sao estatisticamente iguais ao MMS
(metanossulfonato de metila); médias seguidas pela letra ¢ sdo estatisticamente iguais ao glifosato, médias seguidas por * diferiram
significativamente de todos os controles pelo teste de Dunnett (p<0,05). S.E: Erro padrdo. IM: Indice mitético.
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Para os danos genotdxicos foram avaliadas células com alteracdes
cromossbémicas desconsiderando as células micronucleadas. A exposi¢do dos
extratos aquoso e etandlico de Cissus verticillata provocou algumas alteracdes
cromossomicas (AC) como: cromossomo perdido, C-metafase, ponte e quebra
cromossbmica, no entanto as porcentagens dessas alteracbes néo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle negativo em
nenhum dos tratamentos (Tabela 4). Micronucleos também foram observados
nas células meristematicas de Allium cepa, porém néo apresentaram diferenca

significativa quando comparado com o controle negativo (Tabela 4).
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Tabela 4. Altera¢cdes cromoss6micas e nucleares em células meristeméticas avaliadas em Allium cepa tratada com diferentes concentra¢des
de extrato aquoso e extrato etandlico das folhas de Cissus verticillata.

Tratamentos (% v/v) Cromossomo  Cromossomo C-Metafase Ponte Quebra AC TOTAIS Micronucleo
Perdido aderente (%)
EE 100 0+0 .03 ab 0+0.01 abc 0.04+0.06 ab 0.06+0.11 ab 0+0.03 abc 0.12+0.16 a  0.28+0.11 ab
75 0.02+0.03 ab 0+0.01 abc 0.12+0.06 ab 0.32+0.11ab 0.02+0.03 abc  0.50+0.16 a 0.24+0.11 ab
50 0.08+0.03 abc 0+0.01 abc 0.02+0.06 ab 0.22+0.11ab 0.02+0.03 abc  0.38+0.16 a  0.2+0.11 ab
25 0+0.03 ab 0+0.01 abc 0.10+0.06 ab 0.08+0.11 ab 0+0.03 abc 0.18+0.16 a 0.12+0.11 ab
12.5 0.08+0.03 abc 0.02+0.03 ab 0.32+0.06 b  0.26%x0.11 ab 0.02+0.03abc  0.72+0.16 a 0.34+0.11 ab
EA 100 0.02+0.03 ab 0+0.01 abc 0.18+0.06 ab 0.24+0.11 ab 0+0.03 abc 0.44+0.16 a 0.12+0.11 ab
75 0.04+0.03 ab 0+0.01 abc 0.02+0.06 ab 0.14+0.11ab 0.04+0.03 abc  0.24+0.16 a 0.04+0.11 ab
50 0£0.03 abc 0£0.01 abc 0.02+0.06 ab  0.1+0.11ab  0.02+0.03 abc  0.14+0.16 a 0.06%0.11 ab
25 0.04+0.03 ab 0£0.01 abc 0+0.06 a 0.24+0.11 ab 0.02+0.03 abc  0.30+0.16 a 0.04+0.11 ab
12.5 0+0.03 abc 0+0.01 abc 0.04+0.05ab 0.20+0.11ab 0.06+0.03 abc  0.32+0.16 a 0+0.11 ab
Agua - 0.04+0.03 a 0+0.01 a 0.06+0.06 a  0.18+0.11a 0.08+0.03 a 0.40+0.16 a  0.08+0.11 a
MMS - 0.10+£0.03 b 0£0.01 b 0.22+0.06 b 0.30+0.11 b 0.06+0.03 b 0.68+0.16 b 0.24+0.11 b
Glifosato - 0.14+0.03 ¢ 0+0.01 c 0.68+0.0.06 c  0.86+0.11c 0.06+0.03 ¢ 1.82+0.16 ¢ = 1.62+0.11c

MédiastS.E seguidas pela letra a sdo estatisticamente iguais a agua; médias seguidas pela letra b sdo estatisticamente iguais ao MMS
(metanossulfonato de metila); médias seguidas pela letra ¢ sdo estatisticamente iguais ao glifosato, médias seguidas por * diferiram
significativamente de todos os controles pelo teste de Dunnett (p<0,05). S.E: Erro padréo. AC TOTAIS: Alteracdes cromossdmicas totais.
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5.3. Atividade antioxidante dos extratos foliares de Cissus verticillata

Para avaliar a atividade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico,
levou-se em consideracdo o ECso, que informa a concentragdo necessaria de
uma amostra para neutralizar 50% do radical livre. Por meio do teste de DPPH
foi possivel observar a atividade antioxidante dos extratos das folhas de Cissus
verticillata. O extrato etandlico apresentou uma melhor atividade no método de
DPPH, onde seu ECso foi menor que o do Acido Ascorbico que foi um dos
padrdes utilizados, 364,65 pg.mL?, 826,33 pg.mL* respectivamente.(Tabela 5).

O extrato aquoso também apresentou atividade antioxidante, apesar da
sua acdo nao ser comparavel aquelas obtidas pelos padrées e pelo extrato

etandlico (Tabela 5), apresentando um ECso de 982,51 ug.mL™.

Tabela 5. Valores de ECso representando a atividade antioxidante dos extratos aquoso
e etandlico das folhas de Cissus verticillata para o método DPPH.

DPPH
Amostra
ECso (ug.mL?)
Acido Ascorbico (Padréo) 826,33
Trolox (Padréo) 53,01
Extrato Aquoso 982,51
Extrato Etandlico 364,65

5.4. Andlise da composicdo quimica dos extratos foliares de Cissus
verticillata

Os espectros de massas obtidos dos extratos aquoso e etandlico de

Cissus verticillata podem ser vistos na Figura 3 e Tabela 6.
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Figura 3. Perfil cromatografico dos extratos aquoso e etandlico das folhas de Cissus verticillata. (a) Extrato aquoso, (b) Extrato etandlico. 1)

Sacarose; 2) Vitexina; 3) Quercitrina, 4) Xilotriitol; 5) Miricitrina; 6) Aduto de cloro de vitexina; 7) Aduto de cloro de quercitrina; 8) Tanino galico;

9) Catequina-(4alpha-8)-epigallocatechin-3-gallate; 10) dimero de miricitrina.
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Tabela 6. Composicéo quimica dos extratos aquoso e etandlico das folhas de Cissus verticillata.

. . Formula molecular Composto T
Pico m/z medido [M-H] identificado Estrutura proposta Extrato Aquoso Extrato etandlico
1 377.08582 C12H22011Cl Sacarose e EQ‘”H + -
L 98
2 431.09856 C21H19010 Vitexina :E\Q g N + -
Ho Y l
3 447.09348 C21H19011 Quercitrina O l 5% + )
4 451.12264 C15H28013Cl Xilotriitol ) + -
5  463.08861 C21H19012 Miricitrina o ) + -
Aduto de cloro
6 467.07535 C21H20010Cl de Vitexina - ++ +
7 483.07022 C21H20011Cl Aduto de cloro - ++ +
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de Quercitrina

Tanino Galico

8 659.05701 C27H25Cl2015 vk@ —
Catequina-(4a- Y M >
8)- ™ T o
9  815.07903 C37H20Cl2017 epigalocatequina- A +
3-galato i S8
10 92517023 CazH33024 Dimero +

de miricitrina

+: Presenca do composto no extrato. ++: Composto foi identificado em uma maior proporgéo

. -» Auséncia do composto no extrato.
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Para o extrato aquoso foi observado um pico majoritario com m/z de 659
identificado como um tanino hidrolisavel do tipo géalico (Tabela 6). No extrato etanodlico
pode-se observar a presenca desse mesmo tanino, porém numa propor¢do menor. Na
regido entre m/z 377 a 483 observam-se picos mais intensos no extrato aquoso sendo,
0s picos m/z 377 e 451 -caracteristicos dos acuUcares sacarose e Xxilotriitol,
respectivamente. Nessa mesma regiao foram identificados flavonoides glicosilados como
a vitexina (m/z 431), Quecitrina (m/z 447) e miricitrina (m/z 463). J& os adutos de cloro
de vitexina (m/z 467) e quercitrina (m/z 483) foram observados em ambos 0s extratos,
porém em menor propor¢do no etandlico. O pico m/z de 815 € visto nos 2 extratos
analisados e identificado como sendo um tanino condensado de catequina. Ja no extrato
etanodlico observa-se um pico majoritario em m/z de 925 referente a um dimero de
miricitrina. Esse dimero foi caracterizado pela sequéncia de fragmentacdo. A proposta

”n

de ligacao entre os monémeros foi sugerida nas posi¢coes 4’-2”” do anel A do flavonoide
(Figura 4). Nesse dimero ocorre a perda de 2 acucares de rhamnose (m/z 146) dando,
inicialmente, o pico desprotonado m/z 799 e em seguida o pico referente ao dimero de
miricitrina em m/z de 633. A partir do dimero aglicona, 2 vias de fragmentacdes séo
possiveis. Uma é a perda de 2 hidroxilas (-OH) m/z de 34 originando o ion desprotonado
m/z 599 e a outra é pela sequéncia de quebras de ligacdes carbono-carbono e carbono-
oxigénio, dando origem aos ions m/z de 435, 391 e 259, respectivamente, de acordo o

mecanismo de fragmentacéo proposta na figura 4.

Figura 4. Proposta de mecanismo de fragmentac&o na formacédo do dimero de miricitrina-
miricitrina.

A o
I Rhamnose

tautomeria ﬂ o m/fz 599
o

m/z 633

~OH
Quebra de ligagio | -H
CCeCO

o éH Quebra de
{" 1’ ligagdo C-C -
g - =

m/z43s
m/fz 259

45



6. DISCUSSAO

A composigcdo quimica dos tratamentos fornece dados sobre os possiveis efeitos
toxicogenéticos e antioxidante encontrados. No rastreamento fitoquimico dos extratos
aquoso e etandlico, foram identificadas as classes de metabdlitos, flavonoides,
polifendis, taninos e acgucares. Foi identificado como composto majoritario no extrato
aquoso o &cido galico e no extrato etandlico o dimero de miricitrina. A presenca do
dimero de miricitrina esta relacionada a utilizacdo de temperatura elevada no processo
de eliminacdo do solvente, tendo em vista que a estabilidade estrutural dos polifendis
estd ligada a alteracdes de pH, temperatura, luz, oxigénio e outros fatores (Ramos-
Pineda, Garcia-Estevez, Duenas e Escribano-Bailon, 2018; Liu & Zhao, 2019). Cao e
colaboradores (2020) relataram que a miricitina quando foi exposta a temperatura de
37°C ja apresenta uma instabilidade na sua estrutura, resultado também relatado por
Cao, Hogger, et al. (2020), onde demonstrou que ap6s 5 minutos de exposicdo a
temperatura de 37°C ocorreu a formacao do dimero de miricitrina.

Os outros compostos identificados, como o &acido galico, catequina, também ja
foram identificados no extrato de Cissus verticillata por Feitosa et al. (2021). O
flavonoide vitexina, que foi identificado no presente trabalho, também foi encontrado na
C. verticillata, porém na analise de uma tintura extraida da planta (BARBOSA, VINCIERI,
et al. 2013). N&o ha registros de quecitrina em C. verticillata, porém Godoy, et al (2020)
relatou este composto em outra espécie do género Cissus.

Blum (1999) aponta que as caracteristicas mais sensiveis no desenvolvimento da
planta sdo a emergéncia da plantula e seu crescimento. Portanto, os aspectos das
raizes, como a massa seca e o0 alongamento, junto com a parte aérea da planta sédo
caracteristicas utilizadas e indicadas para observar a acao fitotdxica de uma substancia
(INDERJIT & DAKSHINI, 1995; ARAGAO et al., 2015). Além das caracteristicas do
desenvolvimento da plantula, Carvalho (1993), Vasconcelos et al. (2019), Dutra et al.
(2020) relatam que aleloquimicos, quando liberados em concentragdes suficientes
podem interferir na germinacéao e no IVG. Nesta perspectiva, podemos observar que a
fitotoxicidade dos extratos sobre A. cepa ocorreu tanto no processo de crescimento da
plantula quanto no processo de germinagao.

A atividade alelopéatica dos extratos aquoso e etandlico das folhas de Cissus

verticillata sobre A. cepa, foi demonstrada em condicdes de laboratorio, sendo
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identificado um efeito inibitério sobre as trés caracteristicas analisadas (indice de
Velocidade de Germinacgdo, Germinacdo e Crescimento Radicular), principalmente no
extrato etandlico, onde a atuacdo do extrato aquoso s6 foi observada na inibicdo do
crescimento radicular. Esses resultados sugerem que as concentracbes do extrato
etandlico das folhas de C. verticillata possuem efeito fitotoxico.

Os resultados obtidos estdo diretamente relacionados a composi¢ao quimica dos
extratos, tendo em vista que no rastreamento fitoquimico dos extratos aquoso e
etandlico, foi observado a presenca das classes de metabdlitos, flavonoides, polifendis,
taninos e agucares.

Os flavonoides, fendis e taninos sdo metabolitos comumente associados ao efeito
alelopatico (TAIZ et al., 2017). Gog et al. (2005), John & Sarada (2012) Vasconcelos
(2020) descreveram a capacidade dos fendis em alterar varios processos fisiologicos e
bioquimicos, causando alteracdes na permeabilidade de membranas, na fotossintese,
além de interferir na diviséo celular, afetando assim o crescimento e o desenvolvimento
do vegetal. Esses efeitos fitotoxicos podem ser considerados manifestacdes secundarias
dos compostos testados, manifestacdes essas que podem estar ocorrendo a nivel
celular ou molecular, além de alteracdes no ciclo celular e no DNA (FERREIRA &
AQUILA, 2000; PRATES, et al., 2000). Portanto, analises microscopicas sao
extremamente relevantes, pois sdo capazes de contribuir com a elucidacdo dos
mecanismos de atuacao dos extratos no ciclo-celular.

Em relagdo a citotoxicidade dos extratos aquoso e etanodlico das folhas de C.
verticillata, foi levado em consideracdo o indice mitético (IM) e as fases de divisdo
celular como parametros para avaliar a atividade, tendo em vista, que o IM é indicado
para esse tipo de andlise (LEME & MARIN-MORALES, 2009).

Com relacao ao IM em células meristematicas de A. cepa foi possivel notar efeito
citotoxico do extrato etandlico nas concentracdes 75, 50 e 25 (% v/v) e na concentracdo
100 (% v/v) do extrato aquoso, tendo em vista que houve uma diminuicdo do IM em
relacdo ao controle negativo, trabalho de Vicentini et al. (2001), testando a concentracao
de 0,7mg/ml do extrato de Cissus verticillata, ndo notou efeito citotoxico do extrato.
Saenz (2000) também testando o extrato da C. verticillata em cultura de células HEp-2
relatou efeito citotoxico, por meio da atividade antimitotica.

O resultado obtido no IM relaciona-se aos valores observados de cada fase da
divisdo celular, onde observa uma diminuicdo nas seguintes fases, metéfases, anafases
e tel6fases. Nas concentragbes 75 e 12,5 (% v/v) do extrato aquoso e ha concentragdo
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12,5 (% v/v) do extrato etandlico nota-se uma diminuicdo pontual na anafase, reducao
essa que pode estar relacionada ao ultimo ponto de checagem do ciclo celular
(GALTER, et al.,, 2020). Esse ponto de checagem verifica se 0S cromossomos estao
unidos corretamente ao fuso mitético (MOLINARI, 2000; SWANTON 2004).

Com relacdo ao potencial genotoxico e mutagénico dos extratos aquoso e
etanodlico das folhas de Cissus verticillata, nenhuma concentracao testada apresentou
alteracbes cromossdmicas e microndcleo significativamente superior ao controle
negativo. Portanto, podemos aferir que que nenhuma concentragdo avaliada exibiu
efeito genotoxico e mutagénico sobre as células meristematicas de A. cepa.

E comumente relacionado a diminui¢cdo do IM com alteracdes cromossodmicas,
tendo em vista que as alteragOes interferem em etapas do processo de diviséo,
principalmente as alteragbes com acOes aneugénicas, tendo em vista que essas
interferem nas proteinas que formam e regulam o fuso mitético (VASCONCELOS, 2020).

No entanto, este estudo observou a auséncia de alteracdes cromossémicas com
uma diminuigdo concomitante do indice mit6tico. Esses resultados, podem ser devido a
presenca da atividade antioxidantes dos extratos das folhas de Cissus verticillata
(OWOLARAFE, et al., 2020). Estudos de lhegboro, et al. (2018) e Khan, Anas e Malik
(2019) demostraram que os antioxidantes apresentam a capacidade de melhorar o
reparo do DNA, assim, como modular a toxicidade.

A atividade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico foi demonstrada por
meio do teste DPPH, onde o extrato etandlico se mostrou mais eficiente do que o extrato
aquoso, apresentando um ECso 364,65 pg.mL?. DA SILVA et al. (2014) analisando a
atividade antioxidante dos extratos da farinha proveniente da casca do maracuja
Passiflora edulis, também encontraram uma maior atividade antioxidante no extrato
etanalico.

A atividade antioxidante dos extratos se deve a sua composi¢cdo quimica. Os
flavonoides de uma forma geral, apresentam o poder antioxidante devido a sua
capacidade de sequestro dos radicais livres (KANDASWAMI & MIDDLETON, 1994;
SHAHIDI & ZHONG, 2010). Nota-se que foram identificados nos extratos das folhas de
Cissus verticillata alguns flavonoides, que ja tiveram sua atividade antioxidante descrita,
como é o caso da vitexina, Gokbulut, Ozhan, et al. (2010) e An, Yang, et al. (2012), Li et
al. (2016) relataram a capacidade de sequestro da quercitrina (quercetina-3-O-
ramnosideo) através do método de DPPH. Outro flavonoide também identificado nos
extratos que teve sua atividade antioxidante comprovada, foi a miricitrina, onde
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apresentou um poder de captura dos radicais livres por meio de uma reacdo em cadeia
gue compreende uma etapa de propagacao e uma etapa de terminacao (LI, et al., 2019).
Além dos flavonoides, a Catequina 4-a-8-epigalocatequina galato também teve
sua atividade antioxidante relatada por HO, et al. (1992) e NISHIDA, et al. (1994).
Portanto, a atividade antioxidante é facilmente explicada devido aos compostos
presentes nos extratos. Além de sugerir que os efeitos genotdxicos e mutagénicos
ausentes nas células meristematicas seja pela presenca dessa atividade, ja que a
formacdo de reativos de Oxigénio e Nitrogénio (EROS e ERNS) € essencial para a
genotoxicidade, tendo em vista a grande relacdo entre producdo de ROS e quebras do
DNA (BOLTON, et al., 2000; NEVES et al. 2013; GALUCIO, 2014). Em sintese, quanto

maior a atividade antioxidante menor a genotoxicidade encontrada.
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7. CONCLUSAO

As andlises de fitotoxicidade e citotoxicidade indicaram que o extrato etandlico de
Cissus verticillata em altas concentracdes pode apresentar efeitos fitotoxico e citotoxico.
Esses efeitos podem ser explicados pelos componentes quimicos presentes no extrato,
como os flavonoides, taninos e polifenois, ja que esses compostos sdo associados a
efeitos alelopaticos.

Os extratos das folhas de Cissus verticillata apresentaram capacidade de
sequestro de radicais livres pelo método de DPPH, onde o extrato etandélico se mostrou
mais eficiente no sequestro de radicais livres em comparacdo ao extrato aquoso.

A atividade antioxidante encontrada nos extratos pode auxiliar na compreensao
da auséncia de alteracdes cromossémicas e mutagénicas, tendo em vista que a
formacdo de reativos de Oxigénio e Nitrogénio (EROS e ERNS) é essencial para a
genotoxicidade, existindo uma grande relacdo entre estresse oxidativo e quebras na
molécula de DNA.

Com bases nos resultados obtidos é possivel sugerir que 0s extratos aquoso e
etandlico de Cissus verticillata ndo apresenta potencial toxicogenético capaz de danificar
o material genético nas concentracfes testadas. Apresentando ainda, atividade
antioxidante, atuando na captura de radicais livres, o que pode sugerir uma atividade
antimutagénica.

Levando em consideracéo a auséncia de genotoxicidade e mutagenicidade o uso
da planta pela populagdo como forma de tratamento e prevencdo de doencas € seguro.
Mas vale ressaltar que outros estudos devem ser considerados para segurar o uso da

planta como medicinal.
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