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RESUMO

O presente trabalho se oportuniza da busca pelo conhecimento das substancias
quimicas presentes numa espécie vegetal, muito utilizada pelos moradores de uma
comunidade da regido Leste de Mato Grosso no tratamento de furlnculos, feridas
externas e verrugas. Trata-se da espécie vegetal conhecida pela classificacao
taxondmica de Cissus erosa Rich., mas que também é conhecida pelos nomes
populares de M&o-de-sapo, cafezinho, uva-do-campo e cipo-de-arraia-liso. E uma
Liana com raizes na forma de xilopédio, frutos monocotiledéneos do tamanho de um
grao de ervilha e folhas segmentadas em trés partes dispostas em um caule na forma
de cip6 sustentado por gavinhas. E natural dos cerrados brasileiros onde ela é
endémica, garantindo a proliferacdo da espécie principalmente nos periodos das
chuvas e também das secas onde ocorre o armazenamento da agua, juntamente com
as substancias quimicas encontradas nas partes aéreas do caule e folhas como
também nas raizes. Através das analises cromatograficas TLC e HPLC, (Silva;
Rabelo; Enoque, 2015; Oliveira et al., 2011), foram detectadas a presenca de Taninos,
Triterpenos, Esterdides e Flavondides. Além disso 0s seus extratos etandlicos
demonstraram possuir alguma eficiéncia na atividade antiviral contra os virus da
variola (VACV) e do herpes (HSV-1) (Silva; Rabelo; Enoque, 2015; Oliveira et al.,
2011), em concentragdes variando entre 50 a 100 pg/ml dos extratos obtidos. Também
foi constatado alguma eficiéncia na remocgdo das verrugas, Ulceras externas e
inflamacdes (Silva; Rabelo; Enoque, 2015).

Palavras-chave: Bioprospeccao, Fitoquimicos, Etnofarmacologia.
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1. INTRODUCAO

A familia Vitaceae é formada por 14 géneros, e dentre eles o género Cissus L. é o
maior género desta familia com cerca de 350 espécies distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais do velho e novo mundo (Rodrigues; Lombardi; Lovato, 2014;
Ribeiro et al. 2018). Na América do Sul, Cissus é representado por 64 espécies, sendo
16 delas encontradas nos cerrados do Brasil (Silva; Rabelo; Enoque, 2015; Rodrigues;
Lombardi; Lovato, 2014). Uma grande caracteristica deste género revela a presenca
de compostos fitoquimicos como Alcaloides, Esteroides, Flavonoides, Triterpenos,

Polissacarideos e Cumarinas (Silva; Rabelo; Enoque, 2015; Oliveira et al., 2011).

A espécie Cissus erosa Rich. pertencente a familia Vitaceae e ao género Cissus é
encontrada também nos cerrados da regido Centro-Oeste do Brasil onde ela € uma
planta endémica e se desenvolve na forma de cip6 (Liana) escadente, que se apoia
em outros suportes por meio de gavinhas encaracoladas e rijas (Rodrigues; Lombardi;
Lovato, 2014; Nunes et al., 2020). As folhas sao simples trifoliadas com as margens
serrilhadas. A sua inflorescéncia ocorre num periodo que vai de outubro a dezembro,
possuindo flores avermelhadas pequeninas, medindo entre 0,2 a 0,3 cm de diametro.
O fruto € uma baga monocotileddnea com formato oblongo do tamanho de um gréo
de ervilha. As raizes sao do tipo xilopddio (batata) que libera uma espécie de goma
(baba) quando esmagada, é muito utilizada na medicina popular, na cura de
furdnculos, espinhas, verrugas e inflamacg6es (Silva; Rabelo; Enoque, 2015; Oliveira
et al., 2011).

7

Em algumas regibes do Brasil esta planta é conhecida por diferentes nomes
tradicionais. Na regido sudeste ela € conhecida como cipd-de-fogo e cafezinho, na
regido Centro-Oeste recebe os nomes populares de méo-de-sapo e cipo-de-arraia-
liso. Segundo pesquisas ja realizadas, com esta espécie vegetal (Oliveira et al., 2011,
Nunes et al., 2020; Vine et al., 2023), apontam gue 0s extratos etandlicos de Cissus
erosa Rich., contém as seguintes substancias: Taninos, Triterpenos, Alcaloides,
Esteroides, polissacarideos, Flavonoides e estilbenos-C-glicosideos. Os extratos
obtidos das partes aéreas (caule e folhas) demonstraram possuir algumas atividades

antiviral contra o virus do herpes tipos 1 (HSV-1), tipo 2 (HSV-2), Vaccinia virus
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(VACV) além de apresentar uma baixa citotoxicidade dos extratos, diante das células
vivas, usando concentracdes bem definidas (Oliveira et al., 2011; Nunes et al., 2020)
com CMNT na faixa de 2000ug/mL (Nunes et al., 2020; Reis et al., 2020). Nas raizes,
foram encontrados Flavonoides, Triterpenos e Esteroides (Oliveira et al., 2011; Ribeiro
et al.,, 2018). A presenca destes compostos, principalmente os flavonoides, nesta
espécie, sugere que ela também pode apresentar alguma atividade anti-inflamatoria
(Ingawale e Mandlik, 2020; Ullah; Munir; Badshal, 2020).

Embora a relagdo entre as estruturas dos flavonoides e o0 seu mecanismo de agao tem
sido pouco estudados, mesmo assim, sabe-se que eles exibem propriedades anti-
inflamatorias ao atingir muitas vias pro-inflamatorias (Ingawale; Mandlik; Patel, 2015;
Vine et al., 2023; He et al., 2023). Esse mecanismo de acao se da através da interacdo
com muitas moléculas pro-inflamatérias para reducdo da dor (Ingawale e Mandlik,
2020; Ullah; Munir; Badshal, 2020). Flavonoides como quercetina, genisteina,
Apigenina, kaempferol, e epigalocatequina-3-galato modulam a expressao e ativacao
de vérias citocinas como interleucina-1beta (IL-1B), que é pré-inflamatéria produzida
pelos macréfagos, fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e
interleucina-8 (IL-8). Regula a expressao génica do pro-inflamatorio fator nuclear-beta
(NF-B), que é um fator potencializador de células beta ativadas, as proteinas
avivadoras-1 (AP-1), adesdo intercelular-mol-1 (ICAM-1), e a sintese do 6xido nitrico
(NOi) induzivel. Além disso inibem também a secregao de enzima como lisozimas, -
glucuronidase e acido araquidénico, diminuindo as reac¢des inflamatérias (Ingawale e
Mandlik, 2020; Ullah; Munir; Badshal, 2020).

2. PARTE EXPERIMENTAL

a) Material da Planta

O local onde a planta foi coletada, para estudo, trata-se de uma area de cerrado no
Estado de Minas Gerais (Oliveira et al., 2011; Ribeiro et al.,, 2018). Apls a
classificacdo taxonémica da espécie, as exsicatas foram depositadas no Herbario
(BHCB) da Universidade Federal de Minas UFMG em Belo Horizonte com o registro
PAMG/EPAMIG 566685. O material foi levado para secagem em estufa de circulagéo
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de ar a 45 °C por 48 horas. As diferentes partes da planta (Folhas e Caule) foram
separadas, moidas e submetidas a percolacdo com etanol a 98 °GL. Os filtrados
recolhidos e o solvente foi completamente removido em aparelho de rotavapor por 40

°C sob presséao reduzida.
b) Analise dos extratos

Todos os extratos foram caracterizados por Cromatografia de Camada Fina (TLC) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) acoplada com registrador on-
line dos espectros UV, dos constituintes. Estas analises detectaram a presenca de
triterpenos, esteroides, flavonoides e taninos. Na caracterizagao fitoquimica realizada
por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
(CLUE-EM) desses extratos, permitiram a identificacdo dos flavonoides como sendo,
vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina, luteolina-7,4-di-0-glicosilflavona,
metoxiluteolina-6(8) -C-hexosil (Silva; Rabelo; Enoque, 2015; Oliveira et al., 2011).

c) Linhagem de células e virus utilizados

Foram usadas as células Vero (ATCC CCI-81) extraidas dos rins do macaco verde
Africano da espécie Cercopthecus aethiops, e a linhagem de células Fibrossarcoma
Aneuploid murina (FAM — L929) (Oliveira et al., 2011). As células foram cultivadas em
um meio liquido contendo 5% de soro bovino fecal, gentamicina (50 pg/mL), penicilina
(100 UI) e fungizona (5 ng/mL) pelo método modificado de Dulbecco. Os virus foram
compostos de dois DNA dos virus da Herpes tipo 1 (HSV-1) e tipo 2 (HSV-2), o virus
Vaccinia Western Reserve (VACV-WR) e o RNA do virus Encephalomyocarditis
Murina (EMCV). A multiplicacdo dos virus foi realizada nas células Vero (ATCC CCL-
81), (HSV-1 e o virus VACV-WR) em células (FAM L929) em frascos de 150 mL; todas
as células foram infectadas com 0,01 pg/mL por frascos, sendo posteriormente
examinados diariamente por microscopia de luz para medir o Efeito Citopatico (CPE).
Culturas mostrando uma faixa de 90 a 100% de CPE foram centrifugadas e as

aliquotas dos sobrenadantes mantidas a -70 °C para uso posterior.

d) Ensaio de citotoxicidade realizado
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O Ensaio foi realizado em microplacas de 96 poc¢os contendo 60.000 células por pogo
e incubadas em atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 37 °C. Apés 24 horas de
incubacédo, foram expostas a diferentes concentracbes de extratos e novamente
incubadas por 72 horas (Oliveira et al., 2011). Apds a incubagdo os sobrenadantes
foram removidos e adicionados 28 pyL de uma solugéo de 2mg/mL de MTT (brometo
de 3-4-5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio) em tampé&o salino fosfatado (PBS) em
cada poco. As placas foram novamente incubadas por 90 minutos a 37 °C e ap0s este
intervalo, foram adicionados 130 pL de Dimetil Sulféxido (DMSO) para dissolver os
cristais de formazan. Apds dissolugdo completa dos cristais, a porcentagem de
citotoxicidade foi calculada como (A-B/A x 100, onde A e B correspondem a relacao
das células ndo tratadas e tratadas, respectivamente. A concentracdo citotdxica
correspondida a concentracdo variada dos extratos de Cissus erosa Rich., para
determinar as Condi¢gdes Minimas N&o Toxicas (CMNT) foi da ordem de 2000 pg/mL
indicando uma baixa citotoxicidade dos extratos (Oliveira et al., 2011; Reis et al.,
2020).

e) Ensaio da atividade antiviral dos extratos

Os testes com amostras virais foram realizados em células Vero utilizando
microplacas de 96 po¢os com 60.000 células em cada poco e incubadas a 37 °C em
meio de crescimento celular pelo método de Dulbecco (DMEM) contendo 5% de Soro
Fetal Bovino (SFB) mais antibiéticos em ambiente de CO:2 (Silva; Rabelo; Enoque,
2015; Oliveira et al., 2011). Com o passar das 24 horas o meio sobrenadante foi
descartado e em cada poco foi colocado 100uL de extrato na Concentracdo Maxima
N&o Toxica (CMNT) obtida do teste da citotoxicidade. Em metade dos pocos (48 deles)
as células foram mantidas em contato com os extratos em diferentes concentracdes
e amostra viral na concentragao de 100 DI (Doses Infectantes) e na outra metade (48)
somente células e extratos da planta. Além disso, alguns poc¢os foram usados como
controle. A microplaca foi para estufa por 72 horas a 37 °C em atmosfera de COz:.
Apds esse periodo, adicionou-se o MTT (brometo de 3-4-5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazdlio) e as placas foram incubadas por 90 minutos a 37 °C e em seguida
foram adicionados 130 yL de DMSO para solubilizar os cristais de formazan. A

atividade antiviral dos extratos avaliadas em células Vero, foi calculada pela diferenca
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entre: células infectadas e tratadas com o extrato (T) e as células do controle apenas
infectadas (C). Os extratos foram considerados ativos com um indice de Inibi¢&o Viral
(1), acima de 1,5 Ou seja, a concentracao antiviral atingiu os 50% da concentracao
efetiva (EC50) de protecdo das células infectadas tratadas contra a destruicdo

induzida pelo virus.
3. CONCLUSAO

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizados dois tipos de células vivas tais como
as células Vero extraidas dos rins do macaco verde africano da espécie Cercopithecus
aethiops (ATCC-CCI 81), e as células Fibrossarcoma Aneuploid Murina (FAM-L929).
Os dois tipos de células foram preparados para a sua proliferacdo em um meio de

cultura modificado de Dulbecco.

Por outro lado, foram utilizados os DNA dos virus do Herpes-1 (HSV-1), do Herpes-2
(HSV-2), do virus Vaccinia West Reserve (VACV-WR) e o RNA do virus
Encephalomyocarditis Murina (EMCV). A multiplicacdo dos virus do Herpes-1 e
Herpes-2 foram realizados nas células vero e o virus da Vaccinia e

Encephalomyocarditis em células (FAM-L929).

Anteriormente as células vivas foram submetidas ao teste da citotoxicidade, para
medir o efeito citopéatico dos extratos usando o método do MTT (Brometo de 3-4-5-
dimetiltiazol-2-il-2,5-difenil tetrazolio). Com a adicédo de 150uL de DMSO os cristais de
Formazan foram dissolvidos e a leitura em fotocolorimetro mostrou uma concentragao

da ordem de 2000u/mL indicando uma baixa citotoxicidade dos extratos.

No caso do teste antiviral foi utilizada uma microplaca de 96 pogos com cerca de
60.000 células em cada po¢o. Em metade da placa (48) pocos as células foram
mantidas em contato com os extratos em diferentes concentra¢cdes e amostras virais
(Doses infectantes). Os outros 48 pog¢os mantidos como controle existiam somente
células e extrato da planta. A microplaca foi para a estufa e apds 72 horas adicionou-
se o MTT e a placa incubada por um certo tempo até ocorrer a reacdo e logo em
seguida foram adicionados 130 pL de DMSO para dissolver os cristais de Formazan.
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Os extratos foram considerados ativos com um indice de inibig&o viral (11V) acima de
1,5 em relacdo as Células Infectadas Tratadas (CIT) contra a destrui¢cao induzida pelo
virus nas Células Infectadas N&o Tratadas (CINT) com os extratos. Embora esta
atividade tenha demonstrado grande efeito nos testes acima aplicados, mesmo assim,
nao ficou bem claro qual das substancias existentes no extrato vegetal tenha sido a

responsavel pelo efeito apresentado.
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