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Resumo

Cissus sicyoides L. (cipé-anil, insulina vegetal), pertence a familia Vitacea, é muito empregada pela populagéo para o tratamento
de diabetes. O objetivo desta pesquisa foi realizar uma triagem fitoquimica do extrato hidroalcdolico das folhas de C. sicyoides
para utilizd-lo como fonte priméria na realizagdo do ensaio toxicologico com Artemia salina L. Foram realizados testes
fitoquimicos do extrato hidroalcodlico das folhas de C. sicyoides para pesquisa dos metab6litos secundarios e foi avaliado a
atividade toxicologica utilizando cistos de A. salina para quantificar a concentracao letal média (CL50). O extrato apresentou
esterdides, taninos, flavondides e saponinas, compostos que ja haviam sido encontrados em outros estudos dessa espécie.
Apresentou alta toxicidade frente a A. salina, reportando Concentracdo Letal Média (CL50) de 930,7 g mL™, servindo de
pardmetro para a realizacdo de estudos posteriores em modelos animais com a pretensdo de alcancar mais resultados para um
uso seguro da planta da C. sicyoides.

Palavras-chave: Artemia salina, ecotoxicologia, etnobotanica, plantas medicinais, fitoquimica.

Toxicity of the hydroalcoholic extract of the leaves of Cissus sicyoides

Abstract

Cissus sicyoides L. (cip6-anil, vegetal insulin) belongs to the family Vitacea. It is much used by the population for the treatment
of diabetes. The objective of this research was to perform a phytochemical screening of the hydroalcoholic extract of leaves of
C. sicyoides to be used as primary source in the toxicological test with Artemia salina L. Were be phytochemical tests on the
hydroalcoholic extract of the leaves of C. sicyoides for research on secondary metabolites and was evaluated the toxicological
activity using A. saline cysts to quantify the mean lethal concentration (CL50). The extract presented steroids, tannins,
flavonoids and saponins, compounds that had already been found in other studies of this species. It presented high toxicity to A.
salina, reporting a Mean Lethal Concentration (CL50) of 930.7 g mL™, serving as a parameter for the accomplishment of later
studies in animal models with the pretension to reach more results for a safe use of C. sicyoides.

Keywords: Artemia salina, ecotoxicology, ethnobotany, medicinal plants, phytochemistry.

Introducéo tentativas e erros, teve de adquirir conhecimentos e através
destes e observar quais as plantas poderiam ser utilizadas como
alimento, medicamento e ainda destacar as que fossem
venenosas ou perigosas. Com o passar do tempo, o poder
curativo das plantas, tornou-se muito importante para ser
esquecido e 0 homem comecou a sistematizar o seu uso (Allen,
2016).

Desde os primordios, 0s recursos naturais, em especial as
plantas, tém sido um dos elos entre 0 homem e a natureza,
pois os homens pré-historicos ja faziam uso das plantas para
amenizar o sofrimento dos males fisicos que lhes acometiam
(Sharma et al., 2014). O homem primitivo, no meio de
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H& um crescente estimulo do emprego da fitoterapia em
servicos publicos no Brasil, 0s quais apresentam programas
para difusdo de sua prética de producéo dos fitoterapicos e do
cultivo e recomendacGes do seu uso no momento em que se é
obtido o diagnéstico médico. Todavia, existem plantas
medicinais que ndo possuem estudos suficientes para provar
a seguranca de ingesta, 0 que pode causar impactos na salde
do consumidor (Alcantara et al., 2015).

A toxicologia avalia os efeitos prejudiciais das
substancias quimicas ao organismo vivo, analisando a
resposta negativa das substancias a nivel bioquimico, celular
e molecular. Atua com um principio que se fundamenta em
explorar o risco da exposicdo humana frente a diversos
produtos para ser possivel estabelecer as condi¢Bes seguras
de exposi¢do a estes agentes (Klaassen e Watkins, 2012).

O género Cissus L., € uma vasta familia Vitaceae,
constituido de 300 a 400 espécies de trepadeiras. C. sicyoides
L (C. sicyoides) apresenta varios nomes populares, tais como:
cipé-anil, insulina vegetal, anil trepador, cipé-pucd, tinta-dos-
gentios, uva-brava, cortina-japonesa. E uma trepadeira da
América Tropical, originaria da RepUblica Dominicana,
encontrada em grande parte do Brasil, principalmente, no
estado do Maranh@o e Regido Amazénica (Vasconcelos et al.,
2007; Banu et al., 2012; Beserra et al., 2016).

O cha das partes aéreas de C. sicyoides ¢é utilizado na
medicina popular como hipoglicemiantes, anti-hipertensivo e
antitérmico. E ainda usado em enfermidades hepéticas, no
tratamento das doengcas do coracdo. Apresenta acdo
anticonvulsivante, sendo por este motivo utilizado em casos
de epilepsia e derrame cerebral. Ainda, possui efeito
antialérgico, citostatico, antibacteriano e gastroprotetor
(Vasconcelos et al., 2007; Banu et al., 2012; Beserra et al.,
2016). Beltrame et al. (2002) identificaram a partir das partes
aéreas de C. sicyoides: quercetina 3-a-rhamnoside, cissosides
I, Il e 111, kaempferol 3-a-rhamnoside e cissusin.

Diante disso, 0 objetivo desta pesquisa foi realizar uma
triagem fitoquimica do extrato hidroalcéolico das folhas de
C. sicyoides para utiliza-lo como fonte priméria na realizacao
do ensaio toxicolégico com A. salina a fim de determinar
concentracdo média letal (CL50) da planta em estudo.

Material e Métodos

As atividades de pesquisa ndo clinica foram realizadas no
Laboratério de Ensaios Toxicoldgicos (LABETOX) do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba.

As amostras das folhas de C. sicyoides foram coletadas do
Horto de Plantas Medicinais do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB). A identificacdo botéanica foi
realizada pelo setor de boténica do IPeFarM-UFPB. Uma
amostra representativa encontra-se no Herbario Lauro Pires
Xavier, desta Universidade: Vasconcelos s/n (JPB)

Os cistos de A. salina foram do Laboratério LABETOX,
sendo guardados sob resfriamento (5°C) até a execucdo do
experimento. Foram utilizadas larvas de A. salina, crustaceo
da classe Anostracea, (Brine Shrimp Test), na forma de
metanduplio, utilizando-se a Concentracdo Letal Média
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(CL50) como parametro de avaliagdo da atividade
toxicologica (Meyer et al., 1982).

Triagem Fitoquimica
Triagem fitoquimica consiste em uma andlise quimica para

detectar presenca ou a auséncia de metabdlitos secundarios
utilizando reagentes de colorag8o ou precipitacéo.

Os testes para pesquisa dos metabolitos secundérios foram
realizados segundo método desenvolvido Agra e Barbosa-
Filho (1990), utilizando-se o extrato hidroalcodlico das folhas
de C. sicyoides, a fim de revelar os seguintes grupos quimicos:
saponinas,testes de espuma e hemolise; esterdides, pela reacdo
de Liebermann-Buchard; alcaldides, com as reacbes de
Dragendorff, Mayer, Bertrand e Bouchardat; taninos, pela
reagdo com cloreto férrico e reacao de Gelatina e; flavondides,
utilizando fita de magnésio e fluorescéncia.

Bioensaio com A. salina

O bioensaio com A. salina (Brine Shrimp Test) foi
realizado de acordo com MclLaughlin e Rogers (1998),
permitindo a execugdo de uma triagem toxicologica que
norteou estudos subsequentes. Cerca de 25 mg de cistos de A.
salina foram incubados em um recipiente dividido em dois
compartimentos por uma parede vasada no centro, contendo
4gua do mar a temperatura de 20 a 30° C, com um pH entre 8,0
e 9,0. Em um dos compartimentos havia incidéncia de uma
lampada de 40 watts, para onde migravam os metanauplios,
obtidos com a ecloséo dos cistos apos 48 horas de incubacéo.

Iniciou-se com uma solucio de concentragdo 40g mL?, as
demais concentracGes testadas foram 120, 360, 480, 600, 800
e 1000 g mLt. Como n&o ocorreram mortes nas concentragoes
de 40 e 120 g mL%, os ensaios foram realizados em triplicata
com as demais doses, buscando-se determinar a relagdo dose-
resposta, enquanto um grupo controle foi colocado em contato
apenas com a 4gua do mar. Cada tubo com a substancia -teste,
contendo 10 larvas de A. salina, incluindo o controle, foi
preenchido até alcancar o volume final de 5 mL com a dgua do
mar e foram incubadas, no escuro, por 24 horas. As larvas vivas
e mortas foram contadas e o valor da CL50 foi determinado
pelo método estatistico de Probitos (Parra et al., 2001)
utilizando o programa estatistico Microcal Origin 6.0.

Resultados e Discussao

A triagem fitoquimica evidenciou a presenca de esterdides
com uma reacdo moderadamente positiva (++), taninos com
uma reacdo fortemente positiva (+++) e na fluorescéncia dos
flavondides uma reacdo moderadamente positiva (Tabela 1).

A anélise do Extrato Hidroalcodlico (EHA) das folhas de
C. sicyoides corrobora com os estudos de Beserra et. al. (2016),
com a mesma espécie, onde reportaram acdes terapéuticas anti-
inflamatdria em edema de orelha de ratos pelo excesso de
flavonoides presente em C. sicyoides, e reportaram que esse
constituinte causa do efeito inibitorio na motilidade e secre¢do
do fluido intestinal (acdo antidiarreica) junto a presenca e a¢éo
do tanino.

O género Cissus, é constituido por cerca de 350 espécies,
onde, pelo menos, doze delas sdo utilizadas na medicina
popular para tratar enfermidades (Banu et al., 2012; Tabela 2).
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Tabela 2. Diferentes espécies do género Cissus utilizadas na medicina e relacdo dos constituintes comuns ao género. (Adaptada Banu et al., 2012).

Espécie Localizacdo Nome Comum Propriedade medicinal Constituintes quimicos Referencia
Brasil Anti-diabético, diurético, anti- Assob et al
C. Sicyoides (América do Insulina vegetal inflamatorio, anticonvulsivo, Esteroides, taninos, flavondides '
ANt (2011)
Sul) Ansiolito
Alcaldides; Triterpens; Esterois; Taninos; Assob et al
C. aralioides L. Camardes Kindamina Antimicrobiana Coumarins; Glicosidos; Glicosideos (2011) '
cardiacos; Agucares redutores.
China, india, Lupeol, &cido n-hexacossinico,
. Camboja, . isociaridicol-9-O-beta-D-glucopiranésido, .
C. assamica L. But&o, Nepal, Veneno anti-serpente dauco stenina, acido 3,3'-dimetil elagico, b Xie et al. (2009)
Tailandia sitosterol e bergenina.
india. Sri A cicatrizacdo da fratura, aumenta Flavanoides, esterdis, triterpanoides,
C. quadrangulares L. A Veldt uva a resisténcia 6ssea eprotege 0 0SS0 estilbenos, iridoides e 3, 3, 4, 4 'tetra Banu et al. (2012)
Lanka (Asia) . , . o
da perda 6ssea pGs-menopausa hidroxibifenil
_ Nigeéria Reumatismo, artrite, Trato Ahmadu et al
C. ibuensis L. (Africa), Niger, gastrointestinal, Aumento da Quercetina 3-Orutinosida e flavondides (2010) '
Gana proliferagdo de células de sertoli
ka-ya-wong
C. rheifolia L Nordeste da (nome tailandés. i Alcal6ides de quinolizidina, flavondides, Saifah et al.
' ' Tailandia Ttradugdo:abutre terpendides (2983)
sem esperanca
C. pallida L. Atividade antifingica Estilbenos, triterpendides e esterdides Khan et al. (1986)
Trinidade alcaldides, flavondides, saponinas, taninos Silva (1996);
C. verticillata L. Tobago Anti-colesterol, anti-diabético e sais de magnésio, manganés, silicio, Lans (2006)
(Caribe) calcio, fosforo e potéssio
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Triagens fitoquimicas foram realizadas utilizando as
folhas de C. sicyoides por alguns autores que revelou a
presenca de cumarinas, flavondides, antocianinas, esterdides
e taninos (Xu et al., 2009; Beserra et al., 2016).

Tabela 1. Determinacdo da triagem fitoquimica do Extrato
Hidroalco6lico (EHA) de Cissus sicyoides
Fitoquimica

Grupo Quimico Método Reagao
Bourchardat -
Alcal6ides Mayer -
Dragendoff -
Acidos silico-tungstico -
0,12 +
Esteroides 0,25 +
0,5 ++
Gelatina 0,5 +
1,0 +
Taninos 2,0 ++
FeClI3 0,5 ++
1,0 ++
2,0 +++
Fita de magnésio +
Flavondides Fluorescéncia +++
Saponinas Espuma +

(-) Reacéo negativa, (++) Reacdo moderadamente positiva, (+) Reacéo
fracamente positiva, (+++) Reacédo fortemente positiva

O valor médio da CL50 determinado no teste para a espécie
C. sicyoides, frente a A. salina, foi de 930,7 g mL™, isto €, essa
concentracdo provoca morte de metade dos individuos de uma
populacéo.

A. salina é um microcrustaceo amplamente utilizado como
indicador de toxicidade em um bioensaio que utiliza a CL50
(Concentracdo letal 50%) como pardmetro de avaliacdo da
atividade bioldgica. A alta toxicidade de um produto frente A.
salina tenha correlagdo com ensaio de toxicidade in vivo. Este
teste pode ser considerado um bom teste para prever toxicidade
oral de produtos, assim como, pode indicar provavel potencial
para atividade biolégica, como antimicrobiana e
anticancerigena (Rosa et al, 2016).

Assim, o método de toxicidade com A. salina L é um
bioensaio utilizado para verificar o potencial dos compostos
(Saleh, Z.et al., 2015). Meyer et al. (1982) afirma que, valores
de CL50 abaixo de 1000 g mL%, ha uma chance do composto
ou extrato apresentar potencial bioativo. Sugerindo que C.
sicyoides possui a presenga de potentes componentes bioativos.
Ainda, esse resultado corrobora com outras espécies do mesmo
género, como podemos verificar na Tabela 3.

Desta forma, a espécie em estudo é considerada de alta
toxicidade, pois, apresentam CL50 menor que 1000 g mL™.
Segundo Meyer et al. (1982) os extratos brutos sdo
classificados em tdxicos (CL50 <1000) e ndo toxicos (CL50>
1000; Arcanjo et al,2012; Rosa et al, 2016).

Tabela 3. Toxicidade de algumas plantas medicinais reportadas na literatura.

Espécie e Familia Parte CL50 Referéncia
- o 1
Clssus\;r;tu;(t:;s;:ata L. Caule e Folha giggg ﬁ z m::l Omale e Okafor (2008)
C'SS\u/Si'tZSQ:eta L. Planta inteira 1,02 pg mL? Rashid et al. (2016)
Rafflesiaceae Capim 283,21 pg mL? Saleh, Z.et al. (2015)
Tmpa_eror:)“prge%‘?fé!;:”m L Raiz 719,95 ug/mL?  Saleh, Z.et al. (2015)
COStCuOSSI;:(S:g;:S L. Partes aéreas 389,26 ppm Brasileiro, et al. (2006)
CymbOpr’g;C”e::rd“S L. Folhas 11892ppm  Brasileiro, et al. (2006)
Eleutherine ?;ji:jt;%séiém”') (bulb) Folhas 269,59 ppm Brasileiro, et al. (2006)
Erygll;r\r;):‘;)s;:llum L. Partes aéreas 885,37 ppm Brasileiro, et al. (2006)

O uso de plantas é uma prética prevalente na populacéo,
principalmente onde as condigdes sociais e econdmicas
desfavoraveis (Balbinot et al., 2013; Messias et al., 2015). A
C. sicyoides é amplamente usada na medicina popular
brasileira, uma vez que, a presenca de metabolitos
secundarios como agente diurético, anti-inflamatério, anti-
diabético, anti-gripal, dentre outras a¢des que comprova
efetividade em relatados cientificos e na vivéncia popular
(Silva et al., 2012).

Conclusotes

A triagem fitoquimica do extrato hidroalcodlico C.
sicyoides evidenciou a presenca dos constituintes quimicos
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caracteristico do género Cissus que sdo responsaveis pela a¢éo
biolégica da planta. Ainda, foi evidenciada a presenca de
potentes componentes bioativos frente ao modelo experimental
com A. salina. Assim, é relevante pesquisas posteriores com
estudos toxicoldgicos subsequentes experimentos em animais,
buscando obter melhores resultados sobre alteracBes
hematoldgicas, bioquimicas, comportamentais, letalidade,
histopatolégicas e mutagénicas com a pretensdo de alcancar
uso seguro da C. sicyoides.
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