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Investigag¢do da Atividade Citotéxica e da Composicao
Quimica por Espectrometria de Massa de Extratos
Polares de Cissus verticillata

Investigation of Cytotoxic Activity and the Chemical Composition by
Mass Spectrometry of Polar Extracts from Cissus verticillata Leave

Augusto César Santos Oliveira,®™ lasmini Nicoli Galter,? Suiany Vitorino Gervasio,” Maria do
Carmo Pimentel Batitucci,>™ Milene Praca Fontes,®™ Silvia Tamie Matsumoto,**™ Hildegardo
Seibert Franga*b<

The use of medicinal plants by the population is increasingly common as a therapeutic tool for primary
health care. Cissus verticillata, a plant popularly known as vegetable insulin, is used by the population as
antiglycemic, anticonvulsant, antirheumatic agent, among others. The objective of this work was to evaluate
the cytotoxic, genotoxic and antioxidant effect of aqueous and ethanolic extracts of Cissus verticillata
leaves. Were evaluated the cell cycle and genetic alterations in Allium cepa, the cell viability in HTC
cell culture, and the antioxidant activity by the DPPH method. The chemical analysis was performed by
mass spectrometry FT-ICR MS. The extracts at the concentration of 2.5, 1.6, and 0.8 mg mL" caused
a decrease in the mitotic index without any change in the cell viability. The antioxidant activity was
measured with EC50s of 364.65 pg mL"! and 982.51 pg mL™! for the aqueous and ethanolic extracts of
Cissus verticillata leaves, respectively. FT-ICR MS results indicated the presence of sugars, flavonoids,
and tannins. The aqueous extract showed the gallic tannin as the major compound, while the ethanolic
extract showed the myricitrin dimer as the major compound. It was the first time that quercitrin was
mentioned in C. verticillate. These findings have helped in the understanding of the activities of the plant
and the collaboration for a safer use of the plant.

Keywords: Phytochemical screening; cytotoxicity; genotoxicity; MTT; DPPH.

1. Introducao

O uso de plantas medicinais pode ser uma ferramenta terapéutica para a ateng¢do primaria
em sadde, no entanto, o uso indevido ou irracional dessas plantas pode acarretar riscos a saide,
como efeitos adversos, interagdes medicamentosas e toxicidade. Por isso, € fundamental que
sejam realizadas pesquisas cientificas sobre a eficicia e a seguranca das plantas medicinais,
especialmente na fase pré-clinica, antes de serem testadas em seres humanos.' Essas pesquisas
incluem ensaios para avaliar o potencial citotéxico, genotéxico e mutagénico das plantas, ou
seja, a capacidade de causar danos as células e a0 DNA, respectivamente. Assim, esses ensaios
permitem identificar possiveis efeitos das plantas e garantir a sua qualidade e seguranca para
0 uso humano.*?

O estudo de citogenotoxicidade e mutagenicidade avaliada por meio de organismos modelos
como o Allium cepa e cultura de células tem sido bastante utilizado para verificar desde poluicio
ambiental a citotoxicidade de plantas medicinais,*’ sendo validado seu uso em estudos pelo
Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), pela Organizagdo Mundial da
Sadde (OMS) e Agéncia de Prote¢io Ambiental dos Estados Unidos (USEPA).

O género Cissus pertence a familia Vitaceae e € distribuida entre o México e a América
do Sul, com 77 espécies registradas.” A espécie Cissus verticillata (L.) Nicolson & CE Jarvis
(syn = Cissus sicyoides) é tradicionalmente utilizada para o tratamento de diabetes, reumatismo,
hipertensao e convulsdes e € conhecida popularmente como cip6-pucd, uva-branca, insulina
vegetal.> Estudos demostram a sua atividade anti-inflamatéria, antioxidante e antidiabética.®’

As atividades farmacolégicas da Cissus verticillata sdo atribuidas aos seus diversos
metabdlitos secundarios, que sdo compostos quimicos produzidos pela planta com funcdes
bioldgicas especificas. Entre os metabdlitos secundarios encontrados, destacam-se os
polissacarideos, os compostos fenélicos simples, os flavonoides, os taninos e os alcaloides.
Esses compostos apresentam diferentes mecanismos de acdo no organismo humano, como
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modulag¢ido da resposta imune, inibicdo de enzimas,
captagio de radicais livres, entre outros.'” Os polissacarideos
presentes na planta sdo responsaveis pela reducdo da glicose
no sangue, os flavonoides pela redugdo dos triglicerideos
e das transaminases (enzimas que indicam lesdo hepatica),
e os alcaloides e taninos pela atividade antinociceptiva
(redugdo da sensagio de dor).!0!-12

O diabete estd atrelado a um desbalango entre os
oxidantes e antioxidantes nas células, levando ao aumento
das espécies reativas de oxigénio (ERO) e uma das formas
de defesa para o estresse oxidativo € a utilizacao de extratos
vegetais com atividade antioxidantes, que impedem ou
retardam a acdo dos radicais livres.'*!'* Neste contexto,
o uso de plantas com a presenca de compostos fenélicos
é uma das formas de atuacdo como antioxidantes, que
dependendo da sua estrutura quimica e do meio em que
estdo podem doar um elétron ou um hidrogénio para os
radicais livres, neutralizando-os e formando produtos
estdveis. Eles também podem quelar metais de transicao,
como ferro e cobre, que podem catalisar reacdes de
oxidacdo. Além disso, eles podem modular a atividade
de enzimas e genes envolvidos na defesa antioxidante do
organismo.'*!* Neste sentindo, os objetivos deste trabalho
foram avaliar os potenciais citotéxico, genotoxico e a
capacidade antioxidante, assim como a caracterizagdo
quimica dos extratos aquoso e etandlico das folhas de
Cissus verticillata.

2. Experimental

2.1. Material vegetal

Folhas de C. verticillata foram coletadas no periodo
da manha na regido de Nova Almeida, municipio da Serra,
Espirito Santo, Brasil (20°06°60” S, 40°18°52” W). Ap6s
a coleta o material vegetal foi identificado e catalogado no
Herbario VIES da Universidade Federal do Espirito Santo,
com ndmero VIES 50100.

2.2. Obtencao dos extratos foliares

Foram preparados extratos aquosos (EA) e etandlico
(EE) das folhas de C. verticillata. O EA foi preparado
pelo método de infusdo utilizando 30 g de folhas frescas,
trituradas e colocadas em 300 mL de dgua destilada
aquecida a 100 °C. Apés descanso de 10 minutos, o extrato
foi filtrado, congelado e liofilizado. O EE foi produzido a
partir de 30 g de folhas frescas, trituradas e colocadas em
300 mL de alcool etilico 70%, e extraido por maceragdo
até o esgotamento total da droga vegetal. Apds isso, o
etanol foi completamente retirado por evaporagao rotatdria,
seguido pela liofilizagdo. O rendimento na obtengdo dos
extratos foram 1,47 gde EA e 1,21 g EE. Os extratos foram
armazenados em frasco ambar sob refrigeragdo de -4°C
até o momento do experimento.
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2.3. Citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade
pelo sistema de Allium cepa

Para a realizacdo dos ensaios bioldgicos in vivo, 0s
extratos foram diluidos em dgua destilada para obtencao das
seguintes concentragdes: 3,3 mg mL'; 2,5 mg mL'; 1,6 mg
mL"; 0,8 mg mL'e 0,4 mg mL"' para o extrato etandlico,
ja para o extrato aquoso as concentragdes utilizadas foram:
4,8 mg mL"; 3,6 mg mL"; 2,4 mg mL"; 1,2 mg mL"e 0,6
mg mL'".Foram utilizados o herbicida glifosato (1 mL L)
e o metano sulfonato de metila (MMS) (0,004 M) como
controle positivo e dgua destilada como controle negativo.

Para avaliar os efeitos citotéxicos, genotdxicos e
mutagénicos dos extratos foliares de C. verticillata, foram
realizados testes com A. cepa utilizando o método de
Fiskesjo'’, com alteragdes. Inicialmente 25 sementes de A.
cepa foram dispostas em placas de Petri e foram molhadas
com 3 mL das diferentes concentracdes dos extratos,
controle positivo e negativo. Cinco placas de Petri foram
usadas para cada tratamento. Ap6s 96 h de exposigdo as
raizes foram coletadas e fixadas em solugdo Carnoy 3:1
(etanol:acido acético) e armazenadas a -18°C em freezer.
Foram realizadas duas trocas do fixador, uma apés 10
minutos e a segunda ap6s 24 horas. Para o preparo das
laminas, as raizes foram previamente lavadas 3 vezes em
dgua destilada por um tempo de 10 minutos, em seguida
foram hidrolisadas em solu¢do de HCl 5 mol L' 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 1000 c€lulas por lamina e cinco laminas para
cada tratamento, totalizando 5000 células por tratamento.*

Os pardmetros avaliados foram indice mitdtico (IM)
para determinar a citotoxicidade, altera¢des cromossdmicas,
como ponte cromossdmica, quebra, c-metdfase, aderéncia
e perda cromossdmica para o potencial genotdxico e para a
mutagenicidade avaliou a presenca de micronucleos.

2.4. Cultura de células

Para o ensaio in vitro, foram utilizadas células da
linhagem de hepatoma de Rattus novergicus (HTC), essa
linhagem de células expressa enzima metabolizadora
de drogas fase I e fase II, sendo caracteristica de células
metabolizadoras. As células foram cultivadas em 5.0 mL
de meio de cultura DMEM/F12 (Gibco), suplementado
com 10 % de soro bovino fetal (FBS, Gibco) e solucio
antibidtica-antimicética 0,1 % (meio completo) e mantidas
em frascos de cultura (25 cm?) em monocamada. Os frascos
de cultura foram incubados em uma incubadora de demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) a 37°C, permitindo o ciclo
celular de 24 horas. Para obter as concentragdes de 100; 50;
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25; 12,5 e 6,25 uL. mL™" onde as c€lulas cultivadas foram
expostas, os extratos foram diluidos em meio incompleto
(1:3), para os controles negativo e positivo, PBS e MMS (4
10~ mM) foram usados, respectivamente.

2.5. Ensaio citotéxico de MTT

Para a avaliacdo citot6xica, por meio do ensaio de MTT
(3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil brometo de tetrazolina
- Sigma-Aldrich), utilizou-se a metodologia baseada em
Mosmann.’ Primeiro, 1x10° células HTC (Banco de células
do Rio de Janeiro — BCRJ) foram semeadas em placas de 96
pocos contendo meio DMEM/F12. Posteriormente as placas
foram mantidas na incubadora DBO a 37°C por um periodo
de 24 h para estabilizacdo. Apds esse periodo, todos os meios
de cultura presentes nos pocos da placa foram descartados
e foram adicionados 200 pL das concentragdes dos extratos
e incubadas por mais 24 h. Apés isso, os tratamentos
foram removidos e adicionado 100 pL de solugdo de MTT
(5,0 mg mL™!) diluida em meio isento de soro em cada pogo e,
em seguida, as c€lulas foram incubadas por 4 h. Posteriormente,
a solucdo de MTT foi aspirada e adicionados 200 pL de
Dimetilsulféxido puro (DMSO - Dinamica). A solugdo de
formazan, oriunda da degradacdo do MTT juntamente com
o DMSO puro foram homogeneizadas nos pocos da placa
e realizou-se a leitura das placas em espectrofotdmetro
modelo Epoch2, Biotech a 550 nm. O experimento foi
repetido trés vezes de forma independente, e os resultados
foram expressos em termos de inibicdo da viabilidade.

2.6. Analise da atividade antioxidante

Para avaliar a atividade antioxidante dos extratos
aquoso e etandlico de C. verticillata foi utilizado o teste
colorimétrico de eliminacdo do radical livre 1,1-difenil-
2-picrilhidrazil (DPPH) - Sigma-Aldrich, seguindo a
metodologia descrita por Re ef al.,’ e Rufino et al.,'® com
modificacdes. Para a realizacio do teste, inicialmente foram
preparadas solu¢des de DPPH a 0,3 mM, e dos extratos
aquoso e etandlico de C. verticillata na concentragdo de 1
mg mL', ambos em dlcool etilico. Os padrdes utilizados para
efeito de comparacio foram o Acido ascérbico e o Trolox.
Os padroes foram feitos na concentracdo de 1000 pg mL!,
sendo preparado em dlcool etilico. A partir da concentragdo
preparada foram realizando dilui¢Ges seriadas em &lcool
etilico até obter as seguintes concentragdes: 1000; 500; 250;
125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 pg mL".

Ap6s o preparo das solugdes, 100 uL de cada concentracio
dos extratos e dos padrdes foram adicionados aos pogos na
placa e em seguida foram adicionados 200 uL de DPPH.
Como branco foi utilizado 300 puL de dlcool etilico e como
controle 100 pL de dlcool etilico juntamente com 200 uL
da solugdo de DPPH. A placa foi incubada na auséncia de
luz por 30 minutos, apds o tempo realizou a leitura da placa
em espectrofotdmetro a 740 nm. O cdlculo da concentracio
necessdria para neutralizar 50% do radical (EC50) foi:
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2.7. Analises quimicas por espectrometria de massa

Para determinar os principais compostos presentes nos
extratos aquoso e etandlico das folhas de C. verticillata, foi
realizada Espectrometria de Massa de fon ciclotrénico com
Transforma de Fourier (FT-ICR MS). As amostras foram
solubilizadas em metanol na concentracio de 1 mg mL"' e
inseridas por infusdo direta no equipamento (Solarix modelo
9.4T, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) com fonte de
electrospray no modo negativo com fluxo de SuL. min™' e
ajustado para operar numa variacdo de m/z de 150 a 1500.
A fonte de electrospray foi condicionada para pressdo de
nebulizacio do gés de 1,0 bar, voltagem do capilar de 3,8
kV 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
1 s de tempo de actimulo e energia de colisdo variando de
25a45 %.

Os espectros de massas foram analisados pelo software
Data Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).
Para a proposi¢cdo dos compostos foram utilizados, o fon
gerado, férmula molecular, equivalente de ligagdes duplas
e dados da literatura de substincias na espécie ou género
e comparados com os dados da literatura no Chemspider
e Basemol.

2.8. Analise estatistica

Os dados de citogenotoxicidade, mutagenicidade e
viabilidade celular foram expressos em médio seguidos
por erro padrio. Apds verificar a distribuicdo normal dos
dados pelo teste de Shapiro-Wilks, foi utilizado andlise
de variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnet para
comparar os tratamentos com os controles. Ja para obter
o EC50 da agdo antioxidante dos extratos foi realizado
regressdo. A estatistica foi realizada através do software R
Studio versdo 4.2.2.

3. Resultados e Discussao

3.1. Citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade
pelo sistema de Allium cepa

Os extratos etandlico e aquoso de C. verticillata foram
testados quanto a sua capacidade citotéxica e de induzir
danos genotdxicos e mutagénicos em células meristematicas
de A. cepa. Para isso, utilizou-se o indice mitotico (IM)
como indicador de citotoxicidade e a frequéncia de
anomalias celulares como indicador de genotoxicidade e
os resultados estdo expressos na Tabela 1. Os resultados
mostraram que o extrato etandlico apresentou um efeito
citotéxico significativo nas concentracdes de 2,5; 1,6 e
0,8 mg mL*, reduzindo o IM em mais de 40 % em relacéo
ao controle negativo. Além disso, o extrato etandlico
diminuiu a frequéncia de metéafases, anafases e tel6fases
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nessas concentragdes, indicando um efeito mitodepressivo.
O extrato aquoso também reduziu o indice mitético na
concentragdo de 4,8 mg mL%, mas ndo afetou as outras fases
do ciclo celular, exceto a anafase.

Conforme Leme & Marin-Morales,” a avaliacdo do
Indice Mitético (IM) é um parimetro que permitem avaliar
a atividade citotoxica de uma substancia. Os resultados
demonstraram que os extratos foliares de Cissus verticillata
apresentam efeito citotéxico nas concentracdes mais
elevadas do extrato etandlico (2,5; 1,6 e 0,8 mg mL?) e
na maior concentragdo do extrato aquoso (4,8 mg mL™?).
Esse resultado vai contra ao reportado por Vicentini e
colaboradores,?! onde nido encontraram efeito citotdéxico
do extrato aquoso de C. verticillata na concentragdo de 0,7
mg mL". Por outro lado, Schmitz,? encontraram resultados
semelhantes em comparacido aos evidenciados no nosso
trabalho.

A diminui¢do do IM pode ser explicada pela redugdo
significativa nas fases do ciclo celular, principalmente
na metafase, anafase e teléfase. A redugdo da anifase
pode estar associada ao ultimo ponto de controle do ciclo
celular, que verifica se os cromossomos estdo ligados
corretamente ao fuso mitético.” ¥ Uma alteracdo na ligacio
dos cromossomos ao fuso mitético sugere que os extratos
tenham uma acdo aneugénica, interferindo nas proteinas
que regulam e formam o fuso mitético.

Quanto aos danos genotéxicos, foram consideradas
as células com alteragdes cromossdmicas. A exposi¢do
aos extratos aquoso e etandlico de Cissus verticillata
causou algumas alteragdes cromossdmicas (AC), como:
C-metafase, ponte, quebra e perda cromossdmica, porém as
porcentagens dessas alteragdes ndo apresentaram diferenga
significativa em relacdo ao controle negativo em nenhum
dos tratamentos (Tabela 2). Micronticleos também foram

observados nas células meristematicas de Allium cepa, mas
nao apresentaram diferenca significativa em comparacio
com o controle negativo, exceto a concentragéo 3,3 mg mL*!
do extrato etandlico, que apresentou diferenca significativa
em relag@o ao controle negativo, sendo similar ao controle
positivo MMS.

Ainda que tenha observado efeito citotéxico em
algumas concentragdes dos extratos da planta, ndo foram
significativas as alteragdes cromossdmicas encontradas,
demonstrando que os extratos ndo apresentam atividade
genotoxica e mutagénica. Esse resultado pode ser explicado
por outra atividade encontrada dos extratos que foi a
capacidade antioxidante.' Estudos de Thegboro et al.,” e
Khan et al.** demonstraram que os antioxidantes apresentam
a capacidade de melhorar o reparo do DNA, assim como
modular o efeito téxico de uma substancia.

3.2. Ensaio do MTT

As células HTC submetidas ao tratamento com
diferentes concentragdes dos extratos aquoso e etandlico
ndo apresentaram perda significativa da fung@o mitocondrial
em comparacio com o controle negativo, uma vez que
os tratamentos apresentaram uma alta porcentagem de
viabilidade celular (Tabela 3). Assim podemos concluir que
pelo teste de MTT os extratos foliares de C. verticillata ndo
apresentam efeito citot6xico em linhagens de células HTC.

A auséncia de citotoxicidade em células de linhagens
HTC esta de acordo com alguns trabalhos que avaliaram o
efeito citotoxico dos extratos em outras linhagens de células,
como € o caso de Ponath et al.? que analisaram o efeito do
extrato aquoso em linhagens de células de fibroblastos Balb/c
3 T3, onde ndo apresentou efeito citotoxico, relataram que a
reducdo da viabilidade ocorreu a partir da concentragio de

Tabela 1. Frequéncia das fases do ciclo celular e IM (indice mitético) de células meristematicas avaliadas em Allium cepa tratada com diferentes concentragoes

de extrato aquoso e extrato etandlico de Cissus verticillata

Tratamentos (mg mL") Interfase Profase Metafase Anafase Telofase M (%)

EE 33 64,82 2,70 * 8,4+0,87* 1,36 £ 0,51 be 1,14+ 0,37 be 1,72 £ 0,39 be 12,62 + 1,57 abc
2,5 84,36 +2,70 abc 4,28 + 0,87 abc 1,06 + 0,51 be 0,80 +0,37b 1,18 +£ 0,39 be 7,32+ 1,57 be
1,6 86,12 +2,70 abc 4,22 + 0,87 abc 1,10+ 0,51 be 1,26 + 0,37 be 1,62 + 0,39 be 8,20+ 1,57 be
0,8 89,50 +2,70 abc 3,64 £ 0,87 abc 1,72+ 0,51 be 1,32+ 0,37 be 1,64 + 0,39 be 8,32+ 1,57 be
0,4 80,50 2,70 ab 3,92 +0,87 ab 3,56+ 0,51 abc 2,46 + 0,37 be 2,80 + 0,39 abc 12,74 + 1,57 abc

EA 4,8 88,04 +2,70 abc 2,86 £ 0,87 abc 2,52 +0,51 be 1,80 +0,37b 2,26 + 0,39 abc 9,44 + 1,57 be
3,6 84,18 +2,70 abc 3,74 £ 0,87 abc 3,36 + 0,51 abc 2,98 +0,3 bc 3,22 + 0,39 abc 13,30 + 1,57 abc
2,4 87,77 +2,70 abc 3,80 £ 0,87 abc 1,78 £0,51 be 2,40 + 0,37 be 2,44 + 0,39 abc 10,43 + 1,57 abc
1,2 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
0,6 86,94 +2,70 abc 2,80 £ 0,87 abc 3,34+ 0,51 abc 2,90 = 0,37 bc 3,16 = 0,39 abc 12,20 £ 1,57 abc

Agua - 82,8+274a 3,60+£0,87 a 4,56 +0,51 a 436+0,37a 334+039a 15,86 £ 1,57 a

MMS - 82,6 +2,70b 2,62+0,87b 2,54+0,51b 2,46 +0,37b 2,04+0,39b 9,66 + 1,57 b

Glifosato - 8832+2,70 ¢ 1,86 +0,87 ¢ 2,52+0,51c 2,00+0,37c 2,12+0,39¢ 8,50+ 1,57c¢c

Meédias + D.P seguidas pela letra a sdo estatisticamente iguais a 4gua; médias seguidas pela letra b sdo estatisticamente iguais ao MMS (metanossulfonato
de metila); médias seguidas pela letra c s@o estatisticamente iguais ao glifosato, médias seguidas por * diferiram significativamente de todos os controles
pelo teste de Dunnett (p<0,05). S.E: Erro padrio. EE: Extrato etandlico. EA: Extrato aquoso. IM: Indice mitético.
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Tabela 2. Alteracoes cromossomicas e nucleares em células meristematicas avaliadas em Allium cepa tratadas com diferentes concentragdes de extrato

aquoso e extrato etanélico de Cissus verticillata

Tratamentos  (mg mL?) Crorﬁzzggmica Cerr(:f(:':sl(l‘)cri:ca C-Metafase Ponte Quebra AC TOTAIS Mict:;:;’lcleo
EE 33 0,01 £0,03ab 0,01 £0,01 abc 0,04 £0,06ab 0,06 +0,11ab  0=+0,03 abc 0,12+0,16a 048x0,11b
2,5 0,02+0,03ab 0,01 £0,01 abc 0,12x0,06ab 0,32+0,11ab 0,02+0,03abc 0.50x0,16a 0,24 +0,11 ab
1,6 0,08 £ 0,03 abc 0,01 £0,01 abc 0,02 +0,06ab 0,22+0,11ab 0,02+0,03abc 0,38 +0,16a 02+0,11ab
0,8 0,01 £0,03ab 0,01 £0,01 abc 0,10£0,06ab 0,08+0,11ab  0=+0,03 abc 0,18+0,16a 0,12+0,11ab
0,4 0,08 £0,03 abc  0.02+0.03ab  0,32+0,06b 026+0,11ab 0,02+0,03abc 0,72+0,16a 0,34 +0,11 ab
EA 4.8 0,02+0,03ab 0,01 £0,01 abc 0,18 £0,06ab 0,24+0,11ab  0+0,03 abc 0,44 +0,16a 0,12+0,11ab
3,6 0,04 £0,03ab 0,01 £0,01 abc 0,02+0,06ab 0,14+0,11ab 0,04 +0,03abc 0,24+0,16a 0,04 0,11 ab
2,4 0,00 £ 0,03 abc 0,01 £0,01 abc 0,02+0,06ab 0,1 +0,11ab 0,02+0,03abc 0,14 +0,16a 0,06 0,11 ab
1,2 0,04 £0,03ab 0,01 £0,01 abc 0x0,06a 024 +0,11ab 0,02+0,03abc 0,30+0,16a 0,04+0,11ab
0,6 0,01 0,03 abc 0,01 £0,01 abc 0,04 £0,05ab 0,20+0,11ab 0,06 +0,03abc 0,32 +0,16a 0+0,11 ab
Agua - 0,04+0,03a 001+00la 006x006a 0,18x0,11a 0,08+0,03a 040+0,16a 0,08+0,11a
MMS - 0,10+0,03b 0,01+001b 022x006b 030+0,11b 0,06+0,03b 0,68+0,16b 024+0,11b
Glifosato - 0,14+0,03¢c 001+00lc 068x006c 086+0,11c 006+0,03c 1,82+0,16c 1,62+0,11c

Meédias + D.P seguidas pela letra a sdo estatisticamente iguais a 4gua; médias seguidas pela letra b sdo estatisticamente iguais ao MMS (metanossulfonato
de metila); médias seguidas pela letra c s@o estatisticamente iguais ao glifosato, médias seguidas por * diferiram significativamente de todos os controles
pelo teste de Dunnett (p<0,05). S.E: Erro padrao. EE: Extrato etanélico. EA: Extrato aquoso. AC TOTAIS: Alteracdes cromossdmicas totais

Tabela 3. Viabilidade celular em linhagens de células HTC expostas aos
extratos etandlico e aquoso de Cissus verticillata

Tabela 4. Valores de EC50 representando a atividade antioxidante dos
extratos aquoso e etandlico de Cissus verticillata pelo método DPPH

Tratamentos (uL mL?) Vlablhd?;oe) Celular Amostra E Csz)(lp:lg)}r:lL'l)
EE 100 9491 +11,89a Acido Ascérbico (Padrio) 826,33
50 89,74 + 14,45 a Trolox (Padrdo) 53,01
25 86,68 + 10,44 a Extrato Aquoso 364,65
12,5 96,39 + 15,06 a Extrato Etandlico 982,51
6,25 96,50 £ 13,73 a
EA 100 85,16+ 11,52a Esses resultados demonstram que os extratos possuem
50 97,94 + 26,37 a atividade antioxidante significativa, que pode ser atribuida a
25 100,59 + 24.86 2 presenca de compostos fendlicos, especialmente flavondides
e taninos no extrato aquoso. Esses compostos sdo capazes
12,5 106,46 29,77 a . . N L.
de doar elétrons ou hidrogénio para os radicais livres,
6,25 107,27 +34,19a impedindo a propagacdo da reagdo em cadeia. A atividade
CN - 100+£0.0a

Meédias + D.P. seguidas pela letra a sdo estatisticamente iguais ao CN pelo
teste de Dunnett (p<0,05). D.P: Desvio Padrdo. EE: Extrato etandlico.
EA: Extrato aquoso. CN: Controle Negativo

30 mg mL!. Trabalhos de Sdenz et al.,” e Schmitz ef al.,’
também demonstraram baixo efeito citotoxico.

3.3. Atividade antioxidante

Para avaliar a atividade antioxidante dos extratos aquoso
e etandlico, levou em consideracio o EC50, que informa a
concentracio necessaria da amostra para neutralizar 50% do
radical livre. Através do teste de DPPH foi possivel observar
a atividade antioxidante do extrato aquoso e etandlico das
folhas de Cissus verticillata, com ECs, de 364,65 ug mL!
e 982, 51 ug mL"! respectivamente (Tabela 4).
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antioxidante dos extratos de C. verticillata ja foi relatada
anteriormente Schmitz e colaboradores® demonstraram alto
poder antioxidante do extrato através do método de Poder
Antioxidante Redutor Férrico (FRAP), indo de encontro
com os resultados obtidos no presente trabalho. Portanto, os
extratos das folhas de C. verticillata podem ser considerados
como fontes potenciais de antioxidantes naturais, com
possiveis aplicacdes na prevencdo ou tratamento de doengas
relacionadas ao estresse oxidativo.>?%3!

3.4. Caracterizagcdo quimica dos extratos foliares de
C. verticillata por espectrometria de massas

Os espectros de massas e as substincias propostas
obtidas dos extratos aquoso e etandlico das folhas de C.
verticillata indicaram a presenca de actcares, flavonoides
e taninos, conforme Figura 1 e Tabela 5.
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Figura 1. Espectro de massas de fon ciclotronico com Transforma de Fourier (FT-ICR MS) dos extratos aquoso e
etanodlico das folhas de Cissus verticullata. (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
derivado do 4cido gdlico; 9) Catequina-(4-a.-8) -epigalocatequina-3-galato; 10) Dimero de miricetina

Tabela 5. Proposta da composi¢do quimica dos extratos aquoso e etanélico de Cissus verticillata por Espectrometria de Massa de fon

ciclotronico com Transforma de Fourier (FT-ICR MS)

Férmula
Molecular
m/z Medido m/z Teérico [M-HJ; Error IDH Poder d~e Estrutura Proposta
X (ppm) Resolucao
[M-C1]
2[M-HJ

Extrato Extrato
Aquoso Etanglico

_OH

OE OH

1 377.08582  377.08561 C,H,0,,Cl L5 365472 o\ o g;
. HO
Ho‘vp@w

+ -
Ho Sacarose
(:)H OH
OH
2) 431.09856 43109837  C,H,0,,  -045 125 339044 \' + -
OH O
Vitexina
o~ OH
HO. 0. \l
‘O
3) 447.09348  447.09329  C,H,0,  -044 125 328944 oY 0‘3“ + ]
Y "IOH
’ OH
4) 451.12264  451.12239 C,H,,0,C1  -0.25 15 327772 + -
5) 463.08861 463.08820  C,H,0,, -0.88 125 265669 + -

Miricitrina
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Tabela 5. Proposta da composi¢do quimica dos extratos aquoso e etanélico de Cissus verticillata por Espectrometria de Massa de fon

ciclotronico com Transforma de Fourier (FT-ICR MS) (cont.)

Formula
Molecular
m/z Medido m/z Teérico [M-H]; Error IDH Poder d~e Estrutura Proposta Extrato Extr’a 'to
_ (ppm) Resoluciao Aquoso Etanélico
[M-CIT;
2[M-HJ
6) 467.07535  467.07505 C,H,0,,Cl1  -0,67 11,5 303574 ++ +
OH O
Aduto de cloro da vitexina
A~ OH
HO. 0. ™ ‘
|
Q
7) 483.07022  483.06996 C,H,0,Cl -0,26 11,5 290087 T & ++ +
“iOH
OH
Aduto de cloro de quercitrina
HO, OH
p—OH
o]
0 [}
HOA_~ o OH
8) 659.05701  659.05760 C,;H,sCL,O,s 0,89 14,5 226898 HO“\QJ/ on ++ +
0, OH
OH
Tanino derivado de
4cido galico
= OH
HO. o5y ! on
L @m
9) 815.07903  815.07873 CyH,CLO,, 037 22,5 186046 “°©@“ ooH + +
OH ° o
OH
HO
Catequina-(4a-8)-
epigalocatequina-3-galato
OH
10) 925.17023  925.16803 C,,H;0,, -2.39 24,5 188487 + +

OH

Dimero de miricitrina

IDH = Indice de deficiéncia de hidrogénios

Para o extrato aquoso, foi observado um pico majoritario
com m/z de 659, que foi identificado como um tanino
hidrossolivel do tipo gélico, ja no extrato etandlico esse
composto ocorre em uma propor¢do menor. Os picos m/z
de 377 e 451 foram caracteristicos dos agticares sacarose
e xilotriitol, respectivamente. Os flavonoides glicosilados
como a vitexina (m/z 467), quercitrina (m/z 447) e miricitrina
(m/z 463) foram identificados predominantemente no extrato
aquoso. Tanino condensado de catequina em m/z de 815 foi
caracterizado nos dois extratos.

Para o extrato etandlico, formou-se um pico majoritario
em m/z 925, referente a um dimero de miricitrina. A
caracterizagcdo desse dimero se dd pela sequéncia de
fragmentacao, onde ocorre a perda de 2 agticares de rhamnose
(m/z 146), dando inicialmente o pico desprotonado m/z7 799 e
em seguida o pico referente ao dimero de miricetina em m/z

Vol. 16, No. 4, 2024

633. A partir do dimero aglicona, 2 vias de fragmentagdes
sdo possiveis, uma € a perda de 2 hidroxilas (-OH) de
m/z 34 originando o fon desprotonado m/z 599 e a outra &
pela sequéncia de quebras de ligagdes carbono-carbono e
carbono-oxigénio, dando origem aos fons de m/z 435,391 e
259 respectivamente. Com isso, foi proposto que a ligagao
entre os mondmeros ocorra nas posicdes 4’-2”” do anel A
do flavonoide (Figura 2). Estd proposta de fragmentagao se
assemelhar a caracterizagdo por espectrometria de massas
do dimero de miricetina-3-0O-galactosideo. *

A presenca de compostos fendlicos complexos nos
extratos aquoso e etandlico de C. verticillata serviu de
subsidio para compreender os efeitos biol6gicos encontrados
nesse trabalho. Além da identificacdo das classes de
metabdlitos presentes nos extratos, foi possivel caracterizar,
por espectrometria de massa, 0s compostos com porcentagem
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- rhamnose

m/z779

OH
Quebra de ligagdo ) ﬁ o
o 0 cc o -co

@[o o. -~

m/z259 o m/z391

- rhamnose

tautomeria

CCeCO

~OH l Quebra de ligagio
+

‘0O m/z 435

Figura 2. Mecanismo de fragmentacéo que explica a formagdo do dimero de miricitrina

relativas de cada um, sendo o tanino de acido gdlico o
majoritdrio no extrato aquoso e o dimero de miricitrina no
extrato etandlico. A formagdo do dimero de miricitrina pode
estar relacionada com a utilizagdo de alta temperatura no
processo de eliminagdo do solvente do extrato etandlico,
tendo em vista que a estabilidade estrutural dos polifendis
estd ligada a alteragdes como pH, temperatura, luz, oxigénio
entre outros fatores.'**>** Cao e colaboradores * relataram
a instabilidade na estrutura da miricetina quando exposta
a temperatura de 37 °C por 5 minutos quando ocorreu a
formacdo do dimero de miricetina.

Os compostos identificados no presente trabalho,
como os taninos de 4cido gélico e de catequina, ja foram
identificados no extrato de Cissus verticillata por Feitosa
et al.*® O flavonoide vitexina foi caracterizado por
cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massa
em tintura.’® A presenca da quercitrina que nunca tinha
sido relatada na C. verticillata, apenas em outra espécie
do género Cissus.”” A diferenca na composi¢cdo quimica
dos extratos pode estar relacionada com o tipo de solvente
utilizado na extragdo, que influencia na solubilidade dos
metabdlitos secundarios.

4. Conclusoes

Os extratos foliares de Cissus verticillata apresentaram
efeito citotéxico em Allium cepa nas concentragdes de
2,5; 1,6 e 0,8 mg mL"' do extrato etandlico e na maior
concentracdo do estrato aquoso (4,8 mg mL™"). Entretanto,
mesmo nas concentragdes mais altas de 3,3 e 4,8 mg mL"!
de cada extrato ndo foi observado potencial genotéxico e
mutagénico. J4 em relacdo ao efeito citotéxico em linhagens
de células HTC, as concentragdes testadas ndo alteraram
a viabilidade celular, ndo apresentando citotoxicidade.
Além disso, foi possivel demonstrar o poder antioxidante
dos extratos, resultado esse que explica a auséncia de
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alteragdes cromossdmicas e mutagénicas, sendo essa
atividade diretamente relacionada aos constituintes
quimicos encontrados no extrato aquoso, como a presenga
de flavonoides e taninos. Foi relatado pela primeira vez
a presenga da quercitrina na espécie estudada. Portanto,
de acordo com os achados acima, podemos inferir que a
populacdo que faz uso do extrato de Cissus verticillata em
concentracdes mais baixas para a terapia de varios distirbios
metabdlicos nao correm o risco de sofrerem alteragdes nas
células e no material genético. No entanto, para confirmar
e validar esta investigag@o, sdo necessarios mais estudos
em animais e humanos.
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