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RESUMO
Cissus gongylodes Planchon (Vitaceae) é popularmente utilizada no tratamento
de processos inflamatérios e de calculos renais e biliares, onde o infuso tem
sido utilizado por periodos prolongados, até que supostamente os calculos
sejam expelidos. Embora no Brasil a legislagéo procure garantir a seguranca e
gualidade de fitoterapicos, ainda séo insuficientes os registros e estudos
relacionados com estes produtos utilizados pela populacdo. Sendo assim, o
presente trabalho teve como objetivos: realizar uma analise farmacobotanica
de exemplares de C. gongylodes ocorrentes no “Horto de Plantas Medicinais e
Toxicas da FCF/UNESP”, Campus de Araraquara; obter drogas vegetais
distintas; realizar ensaios fitoquimicos preliminares para conhecer as
caracteristicas farmacognosticas de amostras das drogas eleitas de C.
gongylodes; realizar o controle de qualidade fisico-quimico e microbiolégico
utiizando metodologias baseadas em compéndios oficiais e literatura,
determinar a atividade antimicrobiana das drogas e avaliar alguns aspectos da
toxicidade pré-clinica de extratos aquosos de C. gongylodes. A analise
farmacobotanica permitiu identificar e caracterizar a espécie. Os testes
histoquimicos evidenciaram a presenca de compostos, 0s quais foram
confirmados através dos ensaios farmacognosticos evidenciando a presenca
de taninos, flavondides e alcal6ides. O controle de qualidade fisico-quimico e
microbiolégico mostrou que as drogas vegetais obtidas do caule e das folhas
de C. gongylodes encontram-se dentro dos valores de referéncia
microbiol6gicos. Nao foi identificada atividade antimicrobiana das amostras nas
condigcbes do experimento. Do ponto de vista toxicolégico nenhum dos

parametros avaliados apresentaram variacdo estatistica significativa quando



defrontado com os animais do grupo controle. S80 necessarios, entretanto
mais estudos para tracar o perfil toxicolégico e farmacoldgico desta espécie
vegetal.

PALAVRAS-CHAVES: Cissus gongylodes, Vitaceae, perfil toxicoldgico,

atividade antimicrobiana.



ABSTRACT
Cissus gongylodes Planchon (Vitaceae) is popularly used for the treatment of
inflammations and the renal biliary microcrystals in which the infusion has been
used for prolonged periods, supposedly to expel the calculus. There are still
insufficient registers and studies connected with these products used by the
population, although the legislation in Brazil tries to guarantee the security and
quality of phytotherapics. For that reason, the objective of the present thesis is
to carry out a pharmacobotany analysis of samples of C. gongylodes which has
been happening to the “Horto de Plantas Medicinais e Toxicas da
FCF/UNESP”- Campus of Araraquara; to obtain different vegetable drugs for
the continuance of the study; to carry out preliminary phytochemistry tests to
know the characteristics pharmacognostic of samples of the elected drugs of C.
gongylodes; to carry the chemical-physical and microbiological quality control
using methodologies based on official compendia and literature; and also, to
assess the antimicrobial activity of the drugs and some features of the toxicity of
agueous extracts of C. gongylodes pre-clinically. The pharmacobotany analysis
has allowed to identify and to characterize the sort. The histochemistry tests
have showed up the presence of compounds which were confirmed through the
pharmacognostic tests that showed the presence of tannins, flavonoid and
alkaloids. Furthermore, the chemical-physical and microbiological quality control
are inside the microbiological values of reference and the antimicrobial activity
of the samples was not identified in these conditions of the experiment. From
the toxicological point of view, none of the parameters assessed showed

significant statistical variation when faced with the animals of control group.

Xi



However, it is necessary further studies to delineate the pharmacological and
toxicological profile of this plant species.
KEY WORDS: Cissus gongylodes, Vitaceae, profile toxicological, antimicrobial

activity.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais tornou-se um recurso terapéutico
alternativo de grande aceitacdo pela populacdo e vem crescendo junto a
comunidade médica, desde que sejam utilizadas plantas cujas atividades
biolégicas tenham sido investigadas cientificamente, comprovando sua
eficacia e seguranca (CECHINEL, YUNES, 1998).

A importancia das plantas medicinais deve-se por sua contribuicdo como
fonte natural de principios ativos e por proporcionar grandes chances de
obter-se um protétipo molecular devido a diversidade de constituintes
presentes. No entanto, inimeras plantas que sdo usadas em preparacdes
fitoterapicas carecem de maior controle de qualidade, uma vez que a
literatura cientifica indica que muitas destas podem apresentar substancias
toxicas ou composicao quimica variavel (CAPASSO et al, 2000; CALIXTO
2005).

Planta medicinal é considerada todo vegetal que contém, em um ou
varios de seus o6rgaos, substancias que podem ser empregadas para fins
terapéuticos ou precursores de substancias utilizadas para tais fins, sendo
amplamente utilizadas pela medicina alternativa (AMOROZO, 2002;
ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2002).

Observa-se um crescimento na utilizacdo de plantas medicinais pela
populacdo brasileira. Alguns fatores podem explicar o aumento do uso
desses medicamentos, tais como, 0S avancgos ocorridos na area cientifica
que permitram o desenvolvimento de fitoterapicos reconhecidamente

seguros e eficazes, como também uma forte tendéncia de busca, pela

Fernanda Florves Navarro _ _ 1




Introducdo

populacdo, por terapias menos agressivas destinadas ao atendimento
primario a saude (YUNES, PEDROSA, CECHINEL FILHO, 2001).

O conhecimento popular constitui um importante recurso para descoberta
de farmaco usados na terapéutica sendo que muitos antibiéticos,
tranquilizantes, sedativos, anestésicos, analgésicos e laxantes tiveram sua
origem neste estudos (BUSSMANN, 2004).

Os fatores que favorecem a area de produtos naturais, no Brasil, sdo o
conhecimento etnoboténico e etnofarmacologico da populagéo brasileira,
sendo a miscigenacao um fator primordial. Negros e europeus trouxeram
cada qual para o Brasil 0 seu conhecimento sobre o uso de plantas, aos
guais somou-se ao dos indios. A difusdo desse conhecimento no seio da
populacao facilita a aceitagcdo popular de plantas medicinais e a aderéncia
terapéutica. Entretanto, existe um elevado grau de internacionalizacdo da
industria farmacéutica: algo como 70% das vendas pertence a empresas
estrangeiras (FERREIRA, 2002).

De acordo com ALBURQUERQUE (2002) um dos objetivos da
etnofarmacologia, um ramo da etnoboténica, € investigar e estudar o uso de
plantas com finalidades medicinais com o firme propésito de oferecer
elementos praticos para outros investigadores nas areas de fitoquimica e
farmacologia, favorecendo a descoberta de novos farmacos.

Na abordagem etnofarmacoldgica sao selecionados plantas de acordo
com o uso terapéutico por determinado grupo étnico. Sendo assim, ha
oportunidade de descoberta de novas estruturas com principios ativos

(BRITO, 1996).
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A familia Vitaceae compreende 12 géneros e cerca de 800 espécies,
distribuidas em regides tropicais e subtropicais (SOUZA & LORENZI, 2005).
No Brasil, esta familia é representada apenas pelo género Cissus com 42
espécies descritas (LOMBARDI, 2000). Os representantes de Vitaceae
apresentam portes arbustivos ou séo lianas com gavinhas, de crescimento
simpodial, folnas compostas pinadas ou palmadas, com ou sem estipulas
(BERG,1993).

O género Cissus é representado por arbustos sarmentosos, nodosos,
com ramulos articulados, folhas inteiras ou lobadas com duas estipulas

peciolares (BERG,1993).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Plantas medicinais

A necessidade foi, é e continuara sendo a grande forca motriz que
impulsiona a humanidade. A dor fez com que o0 homem buscasse o analgésico,
estabelecendo o binbmio doenca/remédio. Portanto, é facil inferir que o uso de
partes de plantas e animais no combate as doencas seja tdo antigo quanto a
Humanidade (OLIVEIRA & AKISUE,2003).

Aproximadamente 25% dos farmacos empregados atualmente, nos
paises industrializados advém, direta ou indiretamente, de produtos naturais,
especialmente de plantas superiores.

Muitas éareas estdo envolvidas na pesquisa de novas substancias
oriundas de plantas, como a fitoquimica, que trabalha no isolamento,
purificacdo e caracterizacdo de principios ativos; a etnobotanica e a
etnofarmacologia que buscam informacbes a partir do conhecimento de
diferentes povos e etnias; e a farmacologia que estuda os efeitos
farmacologicos de extratos e dos constituintes quimicos isolados (MACIEL et
al., 2002; MENDONCA-FILHO; VENDRUSCOLO et al., 2005).

Ha nesse sentido, varios caminhos para o estudo de plantas medicinais,
destacando-se quatro tipos basicos de abordagens: randémicas, etoldgica,
guimiotaxondmica, etnodirigida (ALBURQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

Quando se procura obter substancias ativas de plantas, um dos
principais aspectos a serem observados consiste nas informagdes da medicina

popular. J& é do conhecimento que é muito mais provavel encontrar atividade
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biolégica em plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em
plantas escolhidas ao acaso (HOUGHTON; RAMAN, 1998). Cerca de 75% dos
compostos puros de origem natural empregados na industria farmacéutica,
foram isolados, tornando vélida as recomendacdes da medicina popular.
Outros aspectos importantes que devem ser levados em consideracao séo as
informacdes botanico-taxonbmicas e quimicos-taxdbnomicas (CECHINEL;
YUNES, 1998).

As observagbes populares sobre o uso e a eficacia de plantas
medicinais contribuem de forma relevante para a divulgagdo das virtudes
terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais
gue produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos.

Dessa forma, usuarios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém
em voga a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas as
informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos.

De maneira indireta, este tipo de conhecimento popular desperta o
interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares,
como por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas
enriguecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a
flora mundial (MACIEL et al, 2002).

A importdncia das plantas medicinais deve-se também por sua
contribuicdo como fonte natural de farmacos e por proporcionar grandes
chances de obter-se uma molécula prototipo devido a diversidade de
constituintes presentes nestas (HOSTETTMANN, 2003). No entanto, inGmeras
plantas que sao usadas em preparacdes fitoterapicas carecem de um maior

controle de qualidade, uma vez que a literatura cientifica indica que muitas
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destas podem apresentar substancias toxicas ou variagcdo na cComposi¢ao
guimica (CAPASSO et al, 2000; CALIXTO 2005).

Atualmente, apesar do grande desenvolvimento da sintese orgéanica e de
novos processos biotecnolégicos, 25% dos medicamentos prescritos nos
paises industrializados sdo originarios de plantas e aproximadamente 120
compostos de origem natural, obtidos a partir de cerca de 90 espécies de
plantas, sdo utilizados na terapéutica moderna. De fato, os produtos naturais
estdo envolvidos no desenvolvimento de 44% de todas as novas drogas

(HOSTETTMANN et al., 2003).

2.2 A familia Vitaceae

A familia Vitaceae compreende 12 géneros cerca de 800 espécies, possui
distribuicdo tropical e subtropical. No Brasil ocorre apenas o género Cissus,
com cerca de 42 espécies. Pertence a esta familia a videira ou parreira, que
produz a uva, utilizada in natura ou na producdo de vinhos. Algumas Vitaceae
sdo cultivadas como ornamentais, com destaque para a hera-japonesa
(Parthenocissus tricuspidata), muito utilizada na forragdo de fachadas e muros,
com gavinhas dotadas de discos adesivos. Entre as espécies nativas
destacam-se o anil trepador, Cissus verticulata (= Cissus sicyoides), comum
principalmente na regidao sudeste e a mae-boa (Cissus gongylodes) que séao
freqientemente utilizadas como medicinais (SOUZA, LORENZI, 2008).

As plantas da familia Vitaceae sdo lianas ou raramente ervas néo
escandentes ou arvoretas, geralmente com gavinhas opostas as folhas

(representando inflorescéncias modificadas); as folhas em filotaxia alterna, séo
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simples ou compostas, frequentemente palminérveas, geralmente com
estipulas. As inflorescéncias sdo cimosas ou paniculadas, terminais, axiliares
ou opostas as folhas; as flores sdo ou unissexuadas, actinomorfas, diclamideas
contendo disco nectarifero ou glandulas nectariferas isoladas presentes; o
calice geralmente € muito reduzido, tetra ou pentamero, gamossépalo, com
prefloracdo valvar ou aberta; a corola é tetra ou pentdmera, diali ou
gamopétala, com prefloracdo valvar; os estames sado isostémones com anteras
rimosas; 0 ovario é supero, bilocular, com placentagcéo axial sendo encontrados
dois Ovulos por léculo. O fruto € do tipo baga. (BERG, 1993; SOUZA,
LORENZI, 2008)

As lianas sdo membros caracteristicos das florestas tropicais, abundantes e
de grande importancia ecoldgica, tendo papel ativo na dinamica das
comunidades florestais. Representam, em média, 21% das espécies de plantas
utilizadas como alimento por ampla variedade de primatas tropicais (EMMONS
& GENTRY, 1983; PENALOSA, 1984; MORELLATO & LEITAO FILHO, 1996).
Floristicamente s&o importantes, contribuindo com cerca de 25% da
diversidade taxondmica das florestas tropicais (GENTRY, 1991).

Planchon em 1887, havia reconhecido a dificuldade em separar as
espécies da familia Vitaceae em géneros e subgéneros naturais, contrastando
com a grande facilidade de se separar a familia Vitaceae das demais familias
dicotiledbneas. Esta dificuldade deve-se a uniformidade dos caracteres gerais

dentro do grupo que, no entanto & extremamente diverso nos detalhes

(LOMBARDI, 1994).
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2.3 O género Cissus

O género Cissus (L.) é o maior da familia Vitaceae, com cerca de 350
espécies. Na América do Sul esse é o Unico género de ocorréncia natural, com
excecdo de uma Unica espécie do género Vitis que ocorre naturalmente no
noroeste do continente sul-americano. As espécies ocorrem em matas
primarias, secundarias, cerrados, caatingas, campos, vegetacfes de altitude e
litoranea (CORREA, 1926; LOMBARDI, 1994).

E representado por arbustos sarmentosos, nodosos, com ramulos
articulados, folhas inteiras ou lobadas com duas estipulas peciolares (BERG,
1993)

O género Cissus é um género neotropical, distribuido pela Africa, América
Central, Sul da América do Norte, América do Sul, Sul da Asia, Austrélia,
Caribe e Papuasia.

Vérias espécies de Cissus sao estudadas e possuem diversas atividades,
como por exemplo: atividade antimicrobiana e antiinflamatoria (GARCIA et al.,
2000), atividade antidiabética de Cissus sicyoides (BELTRAME, 2001), efeitos
neurofarmacolégicos de Cissus quadrangularis (VISWANATHA SWAMY,
2006). Outras atividades farmacoldgicas pertencentes ao género Cissus:
antioxidante e antimicrobiana (MURTHY et al., 2003; SILVA et al., 2007),
inibidor da enzima acetilcolinesterase (BARBOSA-FILHO et al., 2006),
hipoglicemiante (BARBOSA et al.,, 2002), na prevencdo da osteoporose

(SHIRWAIKAR et al., 2003).
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2.4 A espécie Cissus gongylodes

De acordo com LOMBARDI (2000), a classificacdo taxonémica de Cissus
gongylodes é:
* Reino: Plantae;
 Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares);
 Superdivisdo: Spermatophyta (plantas com sementes);
* Divisdo: Magnoliophyta (plantas com flor);
* Classe: Magnoliopsida (dicotiledoneas);
» Subclasse: Rosidae;
* Ordem: Rhamnales. Incluem-se nesta ordem apenas 3 familias:
Rhamnaceae, Vitaceae e Leaceae.
* Familia: Vitaceae.

Cissus gongylodes Planchon (Figura 1), € uma liana de ramos suculentos,
angulados, vegetativos com lenticelas esparsas, pubérculos, as vezes
avermelhados. Ha tricomas alvescentes unicelulares, bicelulares, multicelulares
unisseriados e tricomas glandulares com pendunculo unicelular e cabeca de
secrecéo de cor clara quando in natura, mas escura nas exsicatas. Gavinhas
dicotbmicamente ramificadas varias vezes, discos adesivos nas extremidades,
as vezes avermelhadas, pubérulas. Estipulas de 0,55-1,9 cm comprimento X
0,9-1,7 cm largura, deltdideas, carnosas, as vezes com bordas avermelhados,
pubérulas, margem ciliada, caducas ou persistentes. Folhas compostas
trifolioladas, raro andmalas simples e irregularmente lobadas; nos ramos
reprodutivos s&o ausentes ou muito menores, irregularmente lobadas ou

simples; pubérulas em ambas as faces as glabras na face ventral e pubérulas
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na dorsal, principalmente ao longo das nervuras principais; margem
denticulada; folhas novas com margem ondulada; papirdceas e levemente
carnosas; foliolos centrais de 6,85-14,1 cm comprimento x 4,25-12,5 cm
largura, rémbicos, lateralmente lobados nos ramos vegetativos, apice agudo,
base atenuada; foliolos laterais de 3,5-10,0 cm comprimento x 1,8-7,5 cm
largura, sublongos a elipticos, cada um com um lobo deltéide lateral nos ramos
vegetativos; nos ramos reprodutivos sao dissimilares; apices agudos e base
atenuada. Pecidlulos centrais de 0,-0,9 cm comprimento, laterais de 0,15-0,3
cm comprimento, pubérulos. Peciolos de 6,0-10,7cm comprimento,
canaliculados a alados, pubérulos. Inflorescéncia de 3,0-4,5 cm comprimento X
4,2-5,3 cm largura, aplanada; bracteas de 0,4-0,7 cm comprimento x 0,25-0,3
cm largura, triangulares, as vezes de bordos avermelhados; base abaulada e
secretora; pubérulas; margens ciliadas com eixos de 0,9-1,4 cm comprimento,
esverdeados, pubérulos. Calice de 0,1-0,2 cm altura x 0,4 cm diametro,
truncado esverdeado, papiloso, fechado em botdo, carnoso, lateralmente
alargado. Corola de 0,2-0,3 cm altura x 0,2-0,3 cm diametro, esverdeada,
papilosa; quatro pétalas coerentes, bordos elevados na juncéo, caducas. Disco
amarelo, no centro de depressao no célice, nitidamente cruciforme em material
fresco, parte apical concava com depresséo central, estilete cilindrico de base
abaulada, estigma levemente capitado. Estames, 4, filetes delgados; conectivo
deltdide, granuloso, esverdeado; nas exsicatas apresentam cor escura; tecas
extrorsas. Baga de cerca. 0,8 cm diametro, esférica, lisa ou com lenticelas
pontuais esparsas, na maturidade purpura; sementes com cerca de 1,3 cm

comprimento x 0,74 cm largura, 1-turbinada, hilo acuminado, rafe levemente
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marcada com estrias transversais, laterais levemente rugosas (LOMBARDI,
1994).

Sua distribuicdo ocorre Colébmbia, Venezuela, Peru, Brasil e Bolivia, em
altitudes de 140 a 750-900m, em matas e principalmente nas margens e
savana,; florescendo de janeiro a maio e frutificando de fevereiro e agosto
(LOMBARDI, 1994).

Conhecida popularmente como cipd de uvas, batata de cobra, chupéo, cipo
d’agua, cipd méae boa, condurango, mae boa, parreira brava, uva do mato,
videira brava (LOMBARDI,1994). Segundo Herter (1936) esta espécie é
cultivada no Uruguai (citada como Vitis pterophora) onde recebe o nome de
cortina japonesa. As folhas cozidas sdo empregadas contra edemas,
reumatismo e béri-béri segundo CORREA (1926). Segundo PHILIPS (in PUTZ
& MOONEY, 1991) Cissus gongylodes é uma importante planta domesticada
pelos indios Kayapds no Brasil, onde plantas vivendo por mais de 40 anos séo

fontes de folhas e frutos comestiveis.

A extensa distribuicdo geogréafica de Cissus gongylodes desde a regiao
amazonica até o sudeste do Brasil ndo € acompanhada por diferencas
morfolégicas notaveis entre as populacdes vigentes. Nota-se que o0 material
proveniente da regido amazonica apresentam flores e inflorescéncias iguais
aguelas coletadas no sudeste. Observa-se apenas que no primeiro 0s

foliolos apresentam pecidlulos mais longos (LOMBARDI, 1994).

11
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Figura 1: Cissus gongylodes a: habito, notando-se a folha do ramo vegetativo na parte
inferior; b: botdo; c: aspecto superior do disco nectarifero; d: pétalas, vista dorsal e
ventral; e: estames, vista ventral, lateral e dorsal; f: escama da gavinha; g: bracteas; h:
estipula. Escala 1 cm (a), 1 mm (b-h) (LOMBARDI,1994).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

- Realizar uma analise farnacobotanica de exemplares ocorrentes no “Horto
de Plantas Medicinais e Téxicas da FCF/UNESP, Campus de Araraquara”;

- Estudo da seguridade dos extratos aquosos obtidos do caule e das folhas
de Cissus gongylodes, avaliando alguns parametros da toxicidade pré-

clinica.

Obijetivos especificos:

- Obter drogas vegetais distintas;

- Realizar ensaios fitoquimicos preliminares das drogas eleitas comparando
com os testes histoquimicos;

- Realizar o controle de qualidade fisico-quimico e microbioldgico das drogas
eleitas;

- Avaliar a atividade antimicrobiana das drogas vegetais.

Fernanda Flores Navarro
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As partes aéreas de C. gongylodes foram coletadas no “Horto de Plantas
Medicinais e Toxicas” da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP,
Campus de Araraquara, Araraquara-SP (altitude 661m; latitude Sul: 21° 48’

51,4”; longitude Oeste: 48° 12’ 5,17).

4.2 Anélise anatdmica

Os fragmentos de 6rgdos ou estruturas vegetais de 0,5cm? ou 0,5cm?
conforme a dimensdo (regido nervural da parte mediana do foliolo central;
peciolo; caule herbdceo da porcao terminal (hdo menos que a 40cm do apice)
de ramos jovens) foram fixados em solucao de Karnovsky durante 24 horas sob
condicdes de vacuo. Apoés este periodo foram submetidos a desidratacdo sem
série etanolica (30-100%) e posteriormente foram submetidos a inclusdo em
historresina glicol metacrilato—segundo as recomendacbes de KRAUS e
ARDUIN (1997) e as instrucdes do fabricante (Leica®). Os cortes foram obtidos
em micrétomo de rotacdo e aderidos em laminas de vidro para microscopia de
luz. A coloracao constou da aplicacao de solucdo aquosa de azul de toluidina a
pH 6,8 durante 3 minutos. Apds lavagem em agua corrente por igual tempo, as
laminas com os cortes corados foram postas a secar em estufa a 40 °C durante

24 horas. As laminulas foram afixadas com resina Permount®.
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Os cortes foram analisados em microscépio Olympus® e as melhores
imagens foram registradas em microscopio Leica® associado a sistema de
captura de imagens (software DC Viewer) do Laboratério de Parasitologia da

FCF/UNESP.

4.3 Analise histoquimica

Para realizacdo dos ensaios histoquimicos foram obtidos cortes
transversais a mdo de amostras da regido mediana do foliolo central das folhas

e do caule de C. gongylodes.

O controle negativo para os testes histoquimicos constou de cortes tratados
com hipoclorito de sédio 2% até descoloracdo completa e posterior lavagem

sucessiva em agua destilada (3 vezes).

Os testes foram realizados de acordo com as recomendacdes propostas por
ASCENSAO (2003), tanto para identificacio de substancias apolares como
para as polares. Os reagentes empregados para evidenciar as substancias
apolares foram: Sudan Ill (JOHANSEN, 1940) para lipidios totais; sulfato azul
do Nilo (CAIN, 1947) para diferenciacdo de lipidios &cidos e neutros; tetroxido
de 6smio (GANTER E JOLLES, 1969 e 1970) para a identificacdo de lipidios
insaturados; reagente de NADI (DAVID E CARDE, 1964) para identificacao de
Oleos essenciais e oleoresinas; tricloreto de antiménio (HARDMAN E
SOFOWORA, 1972; MACE et al., 1974) para identificacdo de esteréides; acido
sulfarico (GEISSMAN e GRIFFIN, 1971) para identificacdo de lactonas

sesquiterpénicas, e 2,4—dinitrofenilhidrazina (GANTER e JOLLES, 1969-1970)
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para identificacdo de terpendides com grupo carbonila. Para substancias
polares foram empregados: cloreto férrico (JOHANSEN, 1940) para a
identificacdo de compostos fendlicos totais; vanilina cloridrica (MACE e
HOWELL, 1974) para a identificacdo de taninos, reagente de Dragendorff
(SVENDSEN e VERPOORTE, 1983) para identificacdo de alcaldides; PAS
(MCMANUS, 1948) para identificacdo de polissacarideos totais; lugol
(JENSEN, 1962) para a identificacdo de amido; e azul brilhante de Comassie

(FISCHER, 1968) para identificar proteinas totais.

De acordo com KRAUS E ARDUIN (1997), os testes usados nos estudos
anatdbmicos para o reconhecimento de metabdlitos celulares, em geral, reagem
a mais de uma substancia, gerando a necessidade de testes complementares,
com controle, para garantir correta interpretacdo. Em razdo dessa
recomendacao, foram realizadas de uma a trés repetiches para cada
substancia, sendo considerados passiveis de testes complementares aqueles

compostos determinados por apenas uma reacao de coloragéo.

4.4 Obtencao das drogas vegetais

As folhas e o caule de C. gongylodes foram segregados e higienizados com
agua potavel e submetidas a desinfeccdo por imersdo em solucdo de
hipoclorito de sbédio comercial a 0,1% durante 20 minutos, seguidas por
lavagem em agua corrente e secagem prévia em papel absorvente. Apés este
procedimento as partes da planta foram submetidas a secagem em estufa de

circulacdo forcada de ar a 40°C durante 72 horas. Apés este periodo procedeu-
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se a moagem do material em moinho de facas e armazenamento do triturado

em frascos plasticos pretos com tampas herméticas.

4.5 Analise Farmacognostica

4.5.1 Caracterizacdo fitoquimica preliminar

Para a caracterizacdo fitoquimica da planta foram realizados testes
classicos de identificacdo para o0s principais grupos de principios ativos
(MELLO et al., 2000; HARBONE; 1998 e FALKENBERG et al., 2003):
flavonoides (reacdo de Shinoda, reacdo com cloreto férrico e reacdo com
cloreto de aluminio), saponinas, cardiotbnicos (reacdo de Liebermann-
Burchard, reacdo de Balje, reacdo de Keller-Kiliani e reacdo de Kedde),
antraquinonas, polifendis totais (Reagente de Folin-Ciocalteu), taninos (reacéo
com gelatina, cloreto férrico e acetato de chumbo) e alcal6ides (soluveis em
meio acido e meio basico: reacbes de Dragendorff, Bertrand, Valser-Mayer e

Bouchardat). Para as saponinas determinou-se também o indice de espuma.

4.6 Controle de Qualidade Fisico-Quimico da droga vegetal

Os meétodos de avaliagdo da droga vegetal foram desenvolvidos segundo

normas farmacopeicas e outras técnicas nao farmacopéicas.
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4.6.1 Densidade aparente da droga pulverizada.

A determinacdo da densidade aparente da droga vegetal pulverizada foi
realizada segundo MARTINS e SACRAMENTO (2004), foram amostradas
triplicatas distintas de quantidades aleatérias suficientes para o preenchimento
de 25 capsulas gelatinosas de tamanho 00, volume meédio de 0,95mL e de
massa conhecida, dispostas em encapsulador. Em seguida, a massa das
capsulas preenchidas foi determinada e a densidade aparente calculada pela

relacdo massa/volume.

4.6.2 Determinacdo da perda por dessecacdo em balanca de

infravermelho.

Amostras de 4,0 g de droga vegetal moida, exatamente pesadas, foram
submetidas ao aquecimento (110 °C) por raios infravermelhos pelo periodo de
aproximadamente 1 h. Apos este periodo foi realizada a leitura do peso. Este
procedimento foi realizado de hora em hora até que o0 peso nao variasse mais
do que 0,25%. A porcentagem da perda por dessecacgao foi calculada pela
equacdo segundo Farmacopeia Brasileira (DETERMINACAO, 1988, p.V.2.9.) e

expresso pela média de trés determinacgdes.
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4.6.3 Determinacao de valor pH

Pelo processo extrativo de infusdo preparou-se uma solucdo a 1% (m/v) das
folhas e do caule de C. gongylodes, apds 15 minutos realizou-se a filtracdo
utilizando algod&o. Aguardou o arrefecimento da solucdo extrativa obtida para
a verificacdo do pH da solucéo-problema em peagdmetro (Analion® pH-metro),
previamente calibrado. Para uma melhor reprodutibilidade deste teste o valor
do pH da agua também foi verificado (DETERMINACAO, 1988, p.V.2.19.). O

resultado foi expresso pela média de trés determinacoes.

4.6.4 Determinacao do teor de cinzas

A determinagdo do teor de cinzas totais foi realizado segundo a
Farmacopéia Brasileira (DETERMINACAO, 1988, p.V.4.2.4.), onde calcinou-se
previamente o cadinho de porcelana em mufla a 450 °C por 30 minutos. O
mesmo foi resfriado em dessecador (15 minutos) e seu peso determinado em
balanca analitica. Pesou-se exatamente 3,0 g da droga vegetal, os quais foram
incinerados e, posteriormente, submetidos a calcinacdo em mufla a
temperatura de 450 °C por duas horas, deixando em dessecador para
arrefecimento durante 15 minutos e pesagem posterior. Foi repetida a técnica
até peso constante. O resultado foi expresso em porcentagem em peso de

cinza na droga (%, p/p) e representando a média de trés determinacoes.
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4.6.5 Determinacdo do teor de cinzas insoluveis em acido

Os residuos obtidos na determinacdo de cinzas totais foram aquecidos a
ebulicdo durante 5 minutos com 25 mL de &cido cloridrico 7% (p/V) em
cadinhos cobertos com vidro de relogio. Em seguida, o vidro de reldgio foi
lavado com 5 mL de agua quente e essa agua transferida para o cadinho. O
residuo insolavel em acido foi recolhido em papel de filtro isento de cinzas, e
lavado com agua quente até que o filtrado se mostrasse neutro. O papel de
filtro contendo o residuo foi transferido para o cadinho original, o mesmo foi
seco em chapa quente e incinerado a 500 °C até peso constante.
(DETERMINACAO, 1988, p. V.4.255). Os resultados calculados foram
expressos em porcentagem de cinzas insollUveis em &cido em relagédo a droga

seca e representados pela média de trés determinacgdes.

4.6.6 Determinacao do teor de extrativos

Cerca de 1,0 g da droga vegetal moida, exatamente pesado, foi submetido
a decoccdo com 100 mL de agua, durante 10 minutos. Apos resfriamento, o
volume foi completado a 100 mL. A solucao restante foi filtrada em papel de
filtro e os primeiros 20 mL desprezados. Do restante do filtrado, pesou-se uma
aliguota equivalente a 20 g, em pesa-filtro previamente tarado e evaporando
até secura em banho de agua, sob agitacdo constante. O residuo foi colocado
em estufa, a temperatura de 105 °C por 3 h. Em seguida, resfriado em

dessecador e pesado ( MELLO e PETROVICK, 2000). O teor de extrativos foi
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calculado em massa percentual, pela média de trés determinac¢des segundo a

equacgao:

® FD x 100
p _ 9 XFDx100

m
Onde:
TE = teor de extrativos (%om/m)
g = massa de residuo seco (g)
m = massa da amostra (g)

FD = fator de diluicéo (5)

4.7 Controle de Qualidade Microbiolégico.

O controle de qualidade microbiologico foi realizado segundo USP, 23
(2006), de acordo com a metodologia para analise de produtos nédo estéreis.
Utilizou-se caldos de enriquecimento e meios seletivos para a pesquisa de
identificacdo de Salmonella sp, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa.

4.7.1 Contagem de microrganismos viaveis

Transferiu-se, assepticamente, 10,0 g da amostra para 90,0 mL de solucao
tampao fosfato pH 7,2, para a contagem dos microrganismos totais. A amostra

1:10 foi submetida & agitacdo durante 10 min. Ap6s a homogeneizacéo, foi
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pipetado 1,0 mL da amostra 1:10 e adicionados 20,0 mL agar tioglicolato para
bactérias e agar Sabouraud para leveduras, a 47° C em placa de Petri, que
foram colocadas em estufa a 35° C por 24h e 25° C por 7 dias, para a pesquisa
de bactérias e fungos, respectivamente. Apos este periodo, foi realizada a
contagem do numero de colénias com o auxilio de contador de colbnias,

calculando o numero de unidades formadoras de colénias (UFC/mL).

4.7.2 Pesquisa de Salmonella sp e Escherichia coli

Transferiu-se assepticamente, 1,0 g da amostra para 9,0 mL de caldo
lactosado, para pesquisa de Salmonella e E. coli, incubados a 35 °C durante 24
a 48 h. Apos este periodo, foi transferido 1 mL do caldo lactosado para 2 tubos
contendo caldo tetrationato e caldo selenito cistina, que foram incubados a 35
°C por 24 h. Apos este periodo, foi semeado a amostra do caldo tetrationato
para 1 tubo contendo agar verde brilhante e duas placas de Petri contendo
agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) e agar bismuto sulfito. Foi realizada da
mesma forma com a amostra inoculada no caldo selenito cistina, transferido
para os trés meios, 0s quais foram incubados a 35 °C por 24 h. Foram

observadas as caracteristicas das coldnias.

Na pesquisa de E. coli, 1,0 mL do caldo lactosado, foi transferido para placa

contendo agar Mac Conkey e incubado a 35 °C por 24 h.
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4.7.3 Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Transferiu-se assepticamente, 1,0 g da amostra para 9,0 mL de caldo soja-
caseina, para a pesquisa de S. aureus e P. aeruginosa e incubados a 35 °C por
24 a 48 h. ApoOs este periodo, foi semeado uma alcada em placas de agar
Vogel Johnson e agar cetrimida, para a pesquisa de S. aureus e P. aeruginosa,
respectivamente as placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Foram
observados as caracteristicas das colonias a confirmacéo é realizada através

de método de coloracao de Gram.

4.8 Atividade Antimicrobiana

4.8.1 Microrganismos

Foram utilizadas cepas padrdes de Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus
subtilis (ATCC 9372), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas

aeruginosa (ATCC 27853) e Candida albicans (ATCC10231).
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4.8.2 Solugdes

Os extratos das folhas e do caule de C. gongylodes foram obtidos
separadamente através do decocto para o caule e infusdo para as folhas
empregando-se a proporcdo de droga/agua de 1:10 (m/m). O tempo de
extracdo utilizado foi de 10 minutos para a infusdo e 15 minutos para a
decoccao. Os extratos aquosos foram preparados da mesma maneira que a

populacdo prepara, utilizando agua como solvente.

O decocto do caule (DC) e o infuso das folhas (IF) de Cissus gongylodes
foram concentrados p6 por aquecimento controlado a 40 °C até secura,
prepararam-se solucdes das seguintes concentracées em mg/mL: 10, 25, 50,

100, 200 e 300 acrescida de aproximadamente 0,015mL de polisorbato 80.

4.8.3 Difusdo em agar

O ensaio foi realizado de acordo com BAUER et al (1966), onde culturas
desenvolvidas em caldo BHI por 24 horas foram diluidas convenientemente
(cerca de 10° bactérias/mL) e semeadas na superficie de agar Mueller-Hinton.
A sequir, discos de papel de filtro impregnados com 20 uL dos extratos a serem
testados, foram colocados sobre a superficie do agar inoculado. Apds
incubacdo por 48 horas a 37 °C, observou-se os halos de inibicdo das
amostras. Foram utilizados como controle negativo agua e polissorbato 80 e

como controle positivo foram usados cetoconazol (40 pg/disco) e de
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ciprofloxacino (5 pg/disco) (SAIRAM et al., 2000; MURAT et al., 2003; GULCIN

et al., 2004).

4.9 Estudo toxicoldgico pré —clinico de extratos aquosos de C. gongylodes.

49.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, com peso médio em torno de 200g,
provenientes do biotério central da Universidade Estadual Paulista-UNESP. Os
animais foram transferidos para o biotério do Laboratério de Toxicologia do
Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara, onde foram mantidos em
condi¢gbes controladas de temperatura (23 £1° C), umidade (55 = 5%) e luz
(ciclo 12/12h, luzes acesas as 07:00h) e tiveram alimento e agua a vontade. Os

experimentos foram realizados na fase de claro.

Foram utilizados um total de 10 animais distribuidos nos seguintes

grupos:

e Grupo I: animais tratados com infusdo das folhas de Cissus gongylodes

(IF)por gavagem (05 machos e 05 fémeas).

e Grupo Il: animais tratados com decocto do caule de Cissus gongylodes

(DC) por gavagem (05 machos e 05 fémeas).

e Grupo llI: animais tratados com uma mistura de partes iguais do decocto
do caule e das folhas de Cissus gongylodes (F+C) por gavagem (05

machos e 05 fémeas).
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e Grupo IV: grupo controle receberam solugdo salina (05 machos e 05

fémeas).

Os extratos das folhas e do caule de C. gongylodes foram obtidos
separadamente através do decocto para o caule e infusdo para as folhas
empregando-se a propor¢cdo de droga/agua de 1:10 (m/m). O tempo de
extracdo utilizado foi de 10 minutos para a infusdo e 15 minutos para a
decoccdo. Os extratos aquosos foram preparados da mesma maneira que a

populacdo prepara, utilizando agua como solvente.

Os extratos aquosos foram administrados por gavagem e a dosagem
estabelecida foi a de 5000 mg/Kg, considerada dosagem maxima de acordo

com a resolucdo RDC 17/2000 (ANVISA).

4.9.2 Ensaio in vivo

O ensaio foi realizado segundo VASCONCELOS (2007), onde os
animais receberam o decocto, diariamente por 07 dias, apG8s jejum diario de
12 horas; uma hora apo6s a administragdo do decocto os animais receberam
agua e alimentacdo. Ao final dos 07 dias de tratamento os animais foram
decaptados e determinaram-se a massa dos 0Orgados: cora¢do, pulmao,

figado, rins e bago para determinacéo do peso relativo dos 6rgaos.

Coletou-se o0 sangue dos animais para a determinacdo de parametros
bioquimicos. As amostras de sangue foram centrifugadas a 1800 rpm e 0s

plasmas mantidos a —20" C até a realizacdo das analises laboratoriais.

A determinacéao do peso relativo dos 6rgaos foi obtida pela férmula:
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, Peso do 6rgio
Peso relativo dos 6rgios(%) = B 7 . i}( 100
eso do anima

As comparacdes estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
Graphpad-Instat® com aplicacdo de ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
Valor de probabilidade de 5% ou menos foram considerados significantes

(ARANGO, 2001).

Este experimento foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa desta

faculdade através do parecer n°39/2008 (Anexo 01).

4.9.3 Determinacao das transaminases séricas.

Aspartato aminotransferase (AST) foi determinada de acordo com
método de monitoramento continuo descrito por BERGMEYER et al (1977),
utilizando kit reagente LABTEST®.

Alanina aminotransferase (ALT) foi determinada por método cinético
descrito por WROBLENSKI & LADUE (1956) e RECOMMENDATION (1972),

utilizando kit reagente LABTEST®.

4.9.4 Determinacdo da creatinina sérica.

A creatinina foi determinada por método cinético descrito

RECOMMENDATION (1972), utilizando o kit reagente LABTEST®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos de plantas medicinais crescem exponencialmente, e o
conhecimento popular, muitas vezes baseado apenas em evidéncias, abrange
ampla diversidade de espécies vegetais que ainda ndo possuem estudos
cientificos. Torna-se imprescindivel no meio académico realizar estudos de
caracterizacao, controle de qualidade e avaliagcao da seguranca no uso popular
destas espécies, podendo assim, difundir uma informacédo idénea e concreta
sobre as atividades terapéuticas e seguranca no uso de plantas medicinais a

populacao.

No entanto, € necessario conscientizar a populacao sobre o tipo de planta
empregada, evitando-se assim, possiveis equivocos na identificacdo das
espécies, pois como ja se sabe, uma mesma espécie possui diversos nomes
populares, e estes podem ser atribuidos muitas vezes a mais de uma espécie
vegetal. Cissus gongylodes, por exemplo, pode ser popularmente conhecido
como mae-boa, cipé de uvas e uva ursa, deve-se ter atencdo, porém que o

nome popular uva ursi, refere-se a outra espécie vegetal.

5.1Caracterizacéo de Cissus gongylodes

A etapa inicial do estudo de plantas medicinais consiste na confirmacéo da
identidade das mesmas, com base em descricdes macro e microscopicas

constantes em monografias. Quando essas descricdes sdo complementadas
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com ilustracbes do material em andlise, o reconhecimento das estruturas

vegetais € facilitado.

5.1.1 Caracteristicas macroscopicas

Esses ensaios foram realizados com auxilio de lupa com aumento maximo
de quatro vezes. A analise macroscopica de Cissus gongylodes Planchon
revelou ramos suculentos, angulado s, vegetativos com lenticelas esparsas.
Gavinhas dicotdmicamente ramificadas varias vezes, discos adesivos nas
extremidades. Folhas compostas trifolioladas, pubérulas em ambas as faces;
margem denticulada, folhas novas com margem ondulada, papiraceas e
levemente carnosas. Inflorescéncia aplanada; bracteas triangulares, célice
truncado esverdeado, papiloso, fechado em botdo, carnoso, lateralmente
alargado. Corola esverdeada, papilosa; quatro pétalas coerentes. Baga
esférica, lisa ou com lenticelas pontuais esparsas, na maturidade purpura, que
segundo LOMBARDI (1994) caracteriza um exemplar de Cissus gongylodes

Planchon.

Tais informagfes sdo importantes no controle de qualidade farmacobotanico
de matérias-primas vegetais, proporcionando condi¢des para a identificacdo de

lotes adulterados (SANCHES, 2007).
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5.1.2 Caracteristicas microscépicas

Nas Figuras 2, 3 e 4 estdo apresentados os cortes anatdbmicos preparados
a partir das folhas e do caule de C. gongylodes. Observam-se as diferentes
tonalidades adquiridas pela a¢cdo metacromatica do azul de toluidina pH 6,8
elementos tragqueais e esclerénquima (verde ou verde azulado); colénquima,
parénquima e elementos de tubo crivado e células companheiras (azul cobalto

ou purpura).

A Figura 2 exibe as seccdes referentes ao caule de C. gongylodes que
apresenta epiderme uniestratificada, subjacentes a epiderme encontram-se
diversas camadas de parénquima clorofiliano, sendo o xilema primario

preservado e a formacao de elementos de vaso do xilema secundario.

A medula é bem desenvolvida com grandes células parenquimaticas com

0s vacuolos ocupando quase todo o estelo.

O mesofilo do tipo heterogeneo (Figura 3) é constituido por uma camada de
parénquima palicadico seguido de parénquima lacunoso. A epiderme da lamina
foliar € unisseriada, formada por células justapostas. Ha tricomas tectores
longos distribuidos por toda estrutura foliar. HALLAHAN e GRAY (2000)
sugerem que os tricomas podem atuar na protecdo da planta a varios fatores
externos, tais como, herbivoria e patégeno, excessiva incidéncia de luz, altas

temperaturas, perda excessiva de agua.

Os cortes da Figura 4 revelam o aspecto geral da nervura central, observa-
se com maior énfase o feixe vascular na Figura 4-F e 4-G. Os feixes vasculares

sao colaterais e organizados em numero de cinco.
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Figura 2. Aspectos anatdmicos do caule de C. gongylodes. Barras: 110um.

Figura 3. Aspectos anatomicos das folhas de C. gongylodes: A: Barra: 10

pm; B,D e E: Barra: 40 ym; C,F: Barra: 10 ym
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Figura 4: Aspectos anatdbmicos da nervura central de C. gongylodes: A,
e E: Barra: 110 ym; F e H: Barra: 40 uym; G e I: Barra: 10 ym.
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5.2 Ensaios Histoquimicos

Apés a caracterizacdo macro e microscopica realizou-se a determinacao
gualitativa de marcadores quimicos e/ou principios ativos, complementado a
caracterizacdo do vegetal. Os resultados dos ensaios histoquimicos podem ser
indicios de determinadas atividades terapéuticas, pois a presenca de
determinados compostos derivados do metabolismo secundario pode ser
indicativa de atividades terapéuticas que devem ser constatadas

posteriormente.

As seccoes da folha de C. gongylodes foram realizadas, a partir da nervura
central da lamina foliar. Os caules foram cortados em transversal e todos os

ensaios foram confrontados com seus respectivos cortes clarificados.

A Tabela 1 mostra os principais compostos com caracteristicas lipofilicas
por meio de corantes ou reagentes identificadores no caule e na folha de C.
gongylodes. A Tabela 2 indica os principais compostos hidrofilicos identificados
no caule e na folha da espécie estudada. As Figuras 5, 6, 7 e 8 indicam as
fotomicrografias do caule e da folha de C. gongylodes, mediante as reacoes

gquimicas ocorridas.
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Tabela 1: Ensaios histoquimicos realizados nas folhas e caule de C.

gongylodes por meio de corantes ou reagentes identificadores de substancias

lipofilicas.
Reagente/Corante Identificacao Cor (Resultado positivo) Caule Folha
Sudan Il Lipidios totais Vermelho + +
Lipidios acidos e
Sulfato azul do Nilo Rosa (acido) /Azul (neutro) - +
neutros
Tetroxido de 6smio Lipidios insaturados Preto - -
Oleos essenciais e Azul (6leos)/Vermelho
Reagente de NADI - -
oleoresinas (resinas)
Tricloreto de antiménio Esteroides Vermelho-alaranjado - -
) Lactonas
Acido sulfarico Vermelho-acastanhado - -
sesquiterpénicas
Terpendides com grupo
2,4-dinitrofenilhidrazina Vermelho-alaranjado - +
carbonila
(-) Reacao negativa, (+) Reacé&o positiva
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Tabela 2: Ensaios histoquimicos realizados nas folhas e caule de C.

gongylodes por meio de reagentes identificadores de substancias hidrofilicas.

Reagente/Corante Identificacéo Cor (Resultado positivo) Caule Folha

Compostos Fendolicos

Cloreto Férrico Preto + +
Totais

Vanilina cloridrica Taninos Vermelho + -

Tetroxido de 6smio Lipidios insaturados Preto - -

Reagente de

Alcaldides Castanho-avermelhado + +
Dragendorff
PAS Polissacarideos totais Rosa intenso - -
Lugol Amido Roxo + -
Azul brilhante de
Proteinas Azul - +

Comassié

(-) Reacéo negativa, (+) Reacéo positiva
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Figura 5. A: Cortes transversais da folha de C. gongylodes corados com reagente de
Dragendorff, B: controle (Barra 40 um); C: Cortes transversais do caule de C. gongylodes
corados com reagente de Dragendorff, D: controle(Barra 40 um); E: Cortes transversais
da folha de C. gongylodes corados com cloreto férrico; F: controle (Barra 40 pm).
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Figura 6. G: Cortes transversais do caule de C. gongylodes corados com cloreto férrico,
H: controle (barra 110 pm); I: Cortes transversais do caule de C. gongylodes corados
com vanilina cloridrica (barra 10 um); J — controle (barra 110 um); K: Cortes transversais
da folha de C. gongylodes corados com azul de comassié, L: controle, (barra 40 pm).
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Figura 7. M -Cortes transversais da folha de C. gongylodes. N: 2,4-DNF, controle
(Barra 40 um); O: Cortes transversais do caule de C. gongylodes corados com Lugol.
P: controle (Barra 110 um); Q: Cortes transversais da folha de C. gongylodes corados
com Sulfato de Azul do Nilo; R: controle (Barra 40 um).
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Figura 8. S: Cortes transversais da folha de C. gongylodes corados Vermelho
de Sudan (barra 40 um); T: Cortes transversais do caule de C. gongylodes
corados Vermelho de Sudan (barra 110 pm).

Os cortes transversais a mao da folha de C. gongylodes evidenciam a
presenca de alcaldides no mesofilo (Figura 5-A) e no parénquima (Figura 5-C).
A Figura 5-E indica cortes transversais da folha de C. gongylodes
evidenciando a presenca de compostos fendlicos na nervura central e no

parénquima (Figura 6-G).

Cortes transversais do caule de C. gongylodes evidenciam a presenca
de taninos na nervura central (Figura 6-l), e nos cortes da folha de C.
gongylodes (Figura 6 —K) verificou-se a presenca de proteinas totais no

mesofilo.

A ocorréncia de terpendides com grupo carboxila foi evidenciada no
mesofilo (Figura 7-M), bem como a de amido foi constatada no parénquima
(Figura 7-0). Lipideos acidos e neutros foram verificados no mesofilo (Figura
7-Q), e também foram evidenciados lipideos gerais em tricomas (Figura 8 — S)

e no parénquima (Figura 8 —T).
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5.3 Processamento da droga vegetal

5.2.1 Secagem

A secagem €& uma etapa imprescindivel no estudo das plantas
medicinais, ela pode ser realizada ao sol, a sombra ou em estufa, sempre
com circulacdo de ar. Com o0 material seco, previnem-se reacdes de
oxidacdo, hidrolise, ataque de microrganismos, entre outros (MACIEL,
2002). A secagem tem por finalidade a retirada de agua e com isso, impedir
as reacdes de hidrélise e de crescimento microbiano. A umidade residual
dependera do tipo de érgao que constitui o material vegetal (BACCHI, 1996)

e da eficiéncia do processo de secagem.

As partes aéreas de C. gongylodes foram segregadas em folhas e
caules, sendo desprezadas as gavinhas e flores. Removeu-se todo material
estranho. Procedeu-se a higienizacéo utilizando como agente desinfetante o
hipoclorito de sodio e a secagem separadamente das folhas e caule, ambos
utilizando estufa com circulacdo forcada de ar a 40° C por 72 horas. Apds
este periodo as folhas de C. gongylodes encontravam-se totalmente secas,
porém observou-se que na secagem do caule de C. gongylodes, a esta

temperatura ocorreu crescimento de fungos.

Para solucionar o problema na secagem do caule realizou-se a
fragmentacdo do caule e ao cortar o caule fresco, verifica-se a liberacdo
instantanea de um exsudado de consisténcia viscosa e pegajosa indicando,

possivelmente, a presenca de mucilagem. A presenca deste exsudado pode
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ser o motivo do surgimento de colbnias de fungos. Os fragmentos de menor
tamanho foram submetidos a secagem a 40° C por 72 horas, onde ocorreu a

completa secagem do material.

5.2.2 Moagem

Apoés a secagem os fragmentos de folhas e caule de C. gongylodes, foram
separadamente submetidos ao moinho de facas, obtendo-se o po, para
aumentar a area de contato entre material solido em pd e o liquido extrator
tornando mais eficiente a operacdo. A escolha das dimensdes mais
apropriadas depende também da textura do 6rgdo vegetal. Quanto mais rigidos
forem os tecidos, maior sera o grau de divisdo necessario (FALKENBERG,

SANTOS, SIMOES; 2007).

De acordo com a natureza da droga vegetal, sdo recomendados diferentes
niveis de reducdo de tamanho de particulas para o processo de extracdo e

mistura (Tabela 3).

Fernanda Flores Navarro




_ Resultados e Discussdo

Tabela 3: Nivel de reducao de particula segundo o tipo de droga vegetal.

Classificagdo  Diametro médio das particulas

Corte Grosso 5-10 mm
Corte Semifino 0,5-5 mm
Corte fino 500-50 pm
PO 1-50 pm

Fonte: SONAGLIO et al, 2003

A droga vegetal foi submetida a moagem por moinho de facas e
posteriormente moinho de bolas, onde se obteve, ap0s analise de
granulométrica, granulos com diametro médio de 0,200mm para o pé do caule
de C. gongylodes e 0,160mm para o p6 das folhas de C. gongylodes.

Observam-se na Figura 9 caracteristicas do p6 obtido a partir da folhas de
C. gongylodes (PF) e p6 obtido do caule de C. gongylodes (PC). A coloracéo
do p6 das folhas de C. gongylodes, é mais escura quando comparada com o
pd do caule de C. gongylodes. Nao foi possivel comparar as caracteristicas
destas drogas vegetais, pois a planta estudada ndo possui monografia em
compéndios oficias e ndo foram encontrados periodicos que possibilitassem a

comparacao.
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Figura 9: P6 das folhas (A) e do caule (B) de C. gongylodes

5.4 Ensaios farmacognadsticos

O ensaio farmacognostico foi realizado utilizando o p6 das folhas de C.
gongylodes (PF) e o p6é do caule de C. gongylodes (PC). Os resultados da
analise quimica do material sdo apresentados na Tabela 4 e demonstraram a

presenca de flavondides, taninos e alcaldides.

Tais resultados demonstram o potencial terapéutico desta espécie, ja que é
conhecido que estes compostos sao responsaveis por diversas atividades
farmacoldgicas. Contudo sédo necessarios estudos especificos para identificar

as atividades terapéuticas.
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Tabela 4: Analise fitoquimica preliminar

Grupos metabdlitos PF P.C
Flavonodides + +
Saponinas - -

CardiotOnicos - -

Antragquinonas - -

Glicosideos Antraquinénicos
Taninos + +

Alcalbides + +

(+) positivo (-) negativo

5.5 Teor de polifendis totais

Os resultados do teor de polifendis totais sdo apresentados na Tabela 5,
onde PF po das folhas de Cissus gongylodes e PC po6 do caule de Cissus
gongylodes. A presenca de polifendis totais pode ser um indicio de que a
espécie vegetal possui atividades farmacoldgicas, como por exemplo,
atividade antiinflamatéria e atividade antimicrobiana, ja que os polifendis

conferem estas atividades.

Tabela 05: Determinacgéo de polifendis totais.

Ensaio P.F P.C

Determinagédo de polifendis totais  3,10%+0,0023 3,31%+0,0015
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5.6 Controle fisico-quimico de qualidade das drogas vegetais de Cissus

gongylodes.

Vérios ensaios foram realizados com o objetivo de controlar a qualidade da
droga vegetal. As analises fisico-quimicas envolveram a determinacdo da
perda por dessecacdo, determinacdo da densidade, determinacdo de cinzas
totais, determinacdo de cinzas insoluveis em acido, determinacdo de pH e

determinacao do teor de extrativos.

Os resultados do controle de qualidade fisico-quimico da droga vegetal séo

apresentados na Tabela 6.

Os resultados expressam o0s valores médios e desvio padrdo de trés
determinacdes. Foram expressos na tabela os resultados da droga vegetal
originada do p6 das folhas de Cissus gongylodes (PF), e droga vegetal

originada do p6 do caule de Cissus gongylodes (PC).

Tabela 6: Controle de qualidade fisico-quimico das drogas vegetais.

Ensaios P.F P.C
Perda por dessecacéao 8,5% + 0,114 9,1% + 0,113
Densidade 0,86g/mL +0,197 0,92 g/mL +0,099
Cinzas totais 11,71% + 0,207 12,61% + 0,215
Cinzas insoluveis em acido  1,3% * 0,012 1,15% 0,053
pH 4,75 £+ 0,007 3,87 £ 0,028
Teor de Extrativo 9,57% + 0,293 9,09% + 0,225

Fernanda Flores Navarro o 45




Resultados e Discussdo

A determinacdo de perda por dessecacao do P.F e do P.C apresentou
respectivamente um valor de 8,5% e 9,1%, quando ocorreu 0 processo de
estabilizacdo. Esse resultado estd de acordo com as especificacdes da
Farmacopéia Brasileira que preconiza um valor da faixa de 8-14% para drogas

vegetais.

Estas analises oferecem informacdes importantes para 0 armazenamento
da droga vegetal. A agua residual encontrada na droga vegetal seca esta
diretamente relacionada com o0 seu armazenamento correto, que pode
proporcionar contaminacdo microbiana ou degradacdo dos constituintes

quimicos.

A densidade aparente para as particulas constitui-se numa exigéncia
estabelecida pela RDC n. 48/2004 ANVISA. Uma vez que permite a
manipulagcdo correta de medicamentos fitoterapicos como, por exemplo, na
producédo de cpsulas. A densidade aparente obtida para PF foi de 0,86 g/mL e

para PC 0,91 g/mL.

A cinza resultante da incineracdo do material vegetal pode ser fisiologica
(componentes minerais da propria planta) e nao fisioloégicas (material estranho)
(LEITE, 2009). A presenca de altos teores de cinzas pode indicar a presenca
de cinzas nao fisiolégicas, o que pode ser indicio de contaminacéo por areia e
terra, proveniente de tratamento inadequado na colheita, higienizacdo e

processamento do material vegetal.

Observa-se que os valores obtidos de cinzas totais PF 11,71% e PC
12,61% também estdo de acordo com o limite determinado pela Farmacopéia

Brasileira (2000), o qual é de 14%.

Fernanda Flores Navarro_____ o 46



Resultados e Discussdo

Os resultados obtidos no ensaio de cinzas insollveis em acido foram de
1,3% P.F e 1,15% P.C, ambos apresentam-se dentro da faixa preconizada pela
Farmacopéia (2000), maximo de 3%, o que indica que as amostras ndo foram
contaminadas por material estranho, o que resultaria em altos valores de

cinzas.

O valor de pH do extrato das drogas vegetais foram 4,75 para P.F. e 3,87
para P.C, o que sugere a presenca de substancias acidas no farmacégeno

estudado.

Com o0 objetivo de avaliar a quantidade de substancias extraiveis,
denominado de teor de extrativo, e de acordo com a Organizagdo Mundial da
Saude (WHO, 1998), empregou-se a decoc¢do em agua, mesmo procedimento
popularmente utilizado pela comunidade no consumo destas drogas vegetais.

O rendimento encontrado foi PF 9,57% e PC 9,09%.

5.7 Controle de qualidade microbioldgico

Considerando os diversos aspectos impostos para a garantia da
gqualidade do material botanico, que englobam ndo somente os aspectos
fisico-quimicos, mas também o microbiolégico, e considerando ainda, o fato
dos materiais vegetais conterem um grande namero de fungos e bactérias,
pertencentes a sua microflora natural ou mesmo introduzidas durante a
manipulacdo, contaminacao esta que pode ser intensificada com o tempo e

nao somente comprometer o material em si, mas também o usuéario realizou-
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se o controle microbiolégico do p6 das folhas de C. gongylodes e p6 do

caule de C. gongylodes (SIMOES et al, 2007).

Os resultados do controle microbiolégico sdo expressos na tabela 07,
os limites aceitos de acordo com a Farmacopéia Européia, Organizagédo
Mundial da Saude e Farmacopéia Brasileira sdo apresentados na tabela 08,
e permitem observar que ndo houve crescimento dos microrganismos
patégenos: Enterobactérias, E. coli, Salmonella sp., Pseudomonas
aeruginosas, Staphylococus aureus. Observa-se na contagem do numero
total de bactérias que houve um crescimento de 460 UFC/g para PF e 350
UFC/g para PC, e para fungos e leveduras viaveis ocorreram crescimento de

220 UFC/g PF e 270 UFC/g PC.

O controle microbiolégico tem como funcdo determinar o namero total de
microrganismos presentes em preparagdes nao estéreis, cosméticos e
drogas vegetais, além de visar a identificagdo dos microrganismos
patogénicos, tais como Salmonella sp, Escherichia coli, Staphylococus
aureus e Pseudomonas aeruginosas, que né&o devem estar presentes
(Farmacopéia Brasileira, 1988; SIMOES et al., 2007). Esta anélise visa
assegurar o consumo de produtos de boa qualidade; ou seja, isentos de
microrganismos patogénicos ou potencialmente prejudiciais, permitindo um
namero limite de microrganismos aceitaveis, assegurando qualidade

microbioldgica da droga vegetal.

Tais resultados permitem concluir que as drogas vegetais estudadas
estdo de acordo com as especificagdes encontradas na literatura e, portanto,

encontram-se aprovadas para a preparacéo dos extratos.
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Tabela 7: Controle de qualidade microbioldgico do pé

Ensaio PF PC

Bactérias Totais 4,6 x 10° UFC/g 3,5 x 10° UFC/g

Fungos e Leveduras Totais 2,2 x 10° UFC/g 2,7 x 10° UFC/g

Enterobactérias ausente ausente
Escherichia coli ausente ausente
Salmonella sp ausente ausente
Staphylococcus aureus ausente ausente
Pseudomonas aeruginosa ausente ausente
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Tabela 08: Andlise microbioldgica e os limites tolerados de microrganismos

para drogas vegetais.

Eur. Ph (2002)" Eur. Ph (2002)* WHO? F. Bras”
Parametros
UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g
Microrganismos
aerébios 10’ 10° 10’ 10’
mesdfilos totais
Enterobactéria 10° 10° 10 10°
Salmonella sp. 0 0 0 0
E. coli 10° 0 10? 10?
Staphylococcus Sem Sem
0 0
aureus especificacao especificacao
Bolores e
10° 10* 10* 10*
leveduras

Fontes: 1. European Pharmacopoeia (categoria 4A — preparacdes incluindo
tratamento da droga vegetal com agua quente, como infuso, decocto)
(European Pharmacopoeia, 2002). 2. European Pharmacopoeia (categoria
4B — preparacfes que nédo inclui tratamento com agua quente (maceracao)
(European Pharmacopoeia, 2002). 3. World Health Organization (drogas
vegetais que sofrem pré-tratamento com agua quente ou que sao usadas

em formas tépicas) (WHO, 1998), 4. Farmacopeia Brasileira (2000).
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5.8 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Devido a escassez de informacdes sobre a espécie C. gongylodes,
foram realizadas a atividade antimicrobiana do p6 das folhas (PF) e do caule

(PC). Foram testadas concentra¢cées em mg/mL: 10, 25, 50, 100, 200 e 300.

A tabela 9 expde os resultados obtidos na avaliacdo da atividade
antimicrobiana de C. gongylodes. Todas as concentracdes testadas nao

apresentaram atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados.

Tabela 9: Atividade antimicrobiana do p6 das folhas e p6 do caule de C.

gongylodes
Microrganismos P.F P.C CONT CET CIPRO
E. coli ATCC 25922 + + + NT 23
B. subtilis ATCC 9372 + + + NT 22
S. aureus ATCC 25923 + + + NT 20
P. aeruginosa ATCC 27853 + + + NT 25
C. albicans ATCC 10231 + + + + NT

( - ) inibicdo ( + ) crescimento; diametro do halo de inibicdo (mm); CONT:
controle negativo; CET: cetoconazol (40ug/disco); CIPRO: ciprofloxacino (5
pg/disco)

N&o ha estudos sobre atividade antimicrobiana realizados com esta espécie
vegetal, porém outras espécies do género Cissus apresentam atividade
antimicrobiana como, por exemplo: Cissus sicyoides (BELTRAME et al, 2002),

Cissus verticillata (L.) (SILVA, 2007), Cissus quadrangularis (MURTHY, 2003).
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A auséncia de atividade antimicrobiana destas amostras nao significa que
esta espécie ndo possui atividade antimicrobiana. Mudancas climaticas,
alteracdes no indice pluviométrico e composi¢cdo do solo podem interferir na

concentragcdo de metabdlitos secundarios produzidos pela espécie vegetal.

Estudos futuros poderdo ser realizados utilizando concentracdes diferentes

e um possivel fracionamento dos extratos empregados neste ensaio.

5.9 Estudo toxicolégico pré — clinico de extratos aquosos de C.

gongylodes.

Os animais submetidos ao ensaio toxicoldgico pré-clinico ndo apresentaram
sinais de toxicidade de acordo com os parametros observados durante os 07
dias de experimento.

Os resultados foram expressos pela média seguida de + desvio padrao.

A pesagem dos 6rgaos animais esta representada na tabela 10, 11 e 12. Os
resultados mostram que todos os grupos: Infusédo folha (IF) macho, Decocto
caule (DC) macho, Decocto das folhas e caule (F+
C) macho, IF fémea, DC fémea, F+C fémea ndo apresentaram diferencas

estatisticas em relacdo ao grupo controle.
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Tabela 10: Porcentagem relativa do peso dos 6rgdos dos animais apos

tratamento.
Tratamento Peso relativo dos 6rgéaos (%)+ desvio padréo
Coracao Baco Pulméo Figado Rins

Controle (macho) 0,37 +0,03  0,21+0,01 0,47+0,05 3,29+0,23 0,71+0,06
IF (macho) 0,34+0,02 0,23+0,04  0,45+0,09 3,32+0,29 0,71+0,08
DC (macho) 0,33+0,02 0,20+0,02 0,53+0,09 3,09+0,21 0,66+0,02
F+C (macho) 0,34+0,02 0,20%0,04 0,48+0,12 3,12+0,22 0,66%0,04
Controle (fémea) 0,41+0,02 0,24+0,03 0,71+0,20 3,24+0,23  0,70%0,05
IF (fémea) 0,35+0,01* 0,24+0,06 0,60+0,05 3,29+0,26  0,74%0,03
DC (fémea) 0,37+0,03 0,25+0,03 0,71+0,22 3,16+0,07 0,73%0,03
F+C (fémea) 0,36%0,02 0,27%0,04 0,69+0,13 3,31+0,18 0,78%0,05*

n=5, * p<0,05.

A dosagem das transaminase ALT e AST e a dosagem da creatinina

sérica foram realizadas com o intuito de verificar possiveis alteracdes hepaticas

— avaliada pelas transaminases e renais — avaliada pela creatinina sérica.

Frente aos resultados apresentados na tabela 11, pode observar que néo

houve aumento da AST e ALT apds a administracdo da infusdo e o decocto

das drogas vegetais estudadas sugerindo a auséncia de danos hepaticos. As

fémeas submetidas a administracdo do infuso das folhas de C. gongylodes

apresentaram o valor de creatinina sérico inferior ao grupo controle, entretanto,

segundo VASCONCELOS et al (2007) valores de creatinina sérica entre 0,5 e

1,1 mg/dL séo considerados valores de referéncia para ratos Wistar.

Fernanda Flores Navarro

53



Resultados e Discussdo

Tabela 11: Dosagem de AST, ALT e Creatinina.

Tratamento AST (U/L) ALT (U/L) Creatinina (mg/dL)

+ desvio padrdao  * desvio padrao + desvio padrao

Controle (macho)  38,73+32,48 35,08+28,21 1,02+0,05
IF (macho) 31,12+19,12 28,46+8,74 1,03+0,13
DC (macho) 37,09+34,37 32,42+29,50 1,00+0,21
F+C (macho) 33,72+9,30 30,75+8,02 0,9740,13
Controle (fémea)  59,63+31,50 39,33+24,60 0,91+0,34
IF (fémea) 43,26+37,72 34,31+13,12 0,57+0,05*
DC (fémea) 36,99+17,85 31,15+14,38 0,92+0,12
F+C (fémea) 38,45+30,18 37,51+3,75 1,05+0,09

n=5 * p<0,05.

O uso de plantas medicinais € uma pratica amplamente difundida na
populacdo brasileira, muitas espécies carecem de estudos toxicologicos que
assegurem seu uso. Espécies do género Cissus tém sido estudadas para a
verificacdo de suas atividades terapéuticas e efeitos toxicoldgicos de seus
extratos. Pepato et al (2000) realizou um estudo com o objetivo de investigar
em ratos o efeito toxico do decocto de folhas de Cissus sicyoides a nivel
hepatico, muscular e de vasos sanguineos, o qual demonstrou que o decocto
apresentou toxicidade a nivel hepatico detectado por aumento de aspartato
transaminase (AST) e alanina transaminase (ALT), mas apenas quando
associado ao diabetes. Os demais 6rgaos avaliados ndo sofreram efeito toxico
do decocto. Nao ha na literatura estudos toxicolégicos dos extratos obtidos a

partir de C. gongylodes.
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O estudo toxicolégico realizado foi caracterizado como um estudo
preliminar, para avaliar possiveis danos hepaticos e renais, contudo s&o
necessarios a avaliacdo de outros pardmetros bioquimicos e estudos

histoldgicos.
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6. Conclusao

A analise anatdmica possibilitou uma sondagem segura de caracteres
microscopicos a espécie, caracterizando as drogas eleitas. Ndo ha literatura

para comparar as caracteristicas microscopicas.

Na andlise histoquimica verificou-se a presen¢a de compostos fendlicos,
taninos, alcaléides, amido, proteinas, lipideos e terpendides com grupo
carbonila. Os ensaios farmacogndsticos confirmaram a presenca de taninos,

flavonodides e alcaldides.

Apoés a obtencdo das drogas vegetais originadas a partir do caule e das
folhas de Cissus gongylodes realizou-se o controle de qualidade fisico-quimico
e microbiolégico com o objetivo de verificar e identificar possiveis

contaminagodes.

Diversos compostos fenodlicos apresentam atividade antimicrobiana, ambas
as drogas vegetais obtidas apresentaram compostos fendlicos, confirmado
através do ensaio de polifendis totais, entretanto as amostras de Cissus
gongylodes nédo apresentaram atividade antimicrobiana em concentracdes de
concentracdes de 10, 25, 50, 100, 200 e 300 mg/mL frente aos microrganismos
testados (E. coli ATCC 25922, B. subtilis ATCC 9372, S. aureus ATCC 25923,

P. aeruginosa ATCC 27853, C. albicans ATCC 10231).

Do ponto de vista toxicologico, a administracdo do infuso de folhas e
decocto de caule de C. gongylodes Planchon em ratos durante sete dias
consecutivos ndo levou a alteracdes de peso de 6rgaos, alteracdes de funcao

renal — avaliada pela creatinina sérica — ou alteragbes de funcéo hepética —

Fernanda Flores Navarro _ _ 56




Conclusdo

avaliada pelas transaminases; portanto, ndo ha evidéncias de toxicidade nestas

condi¢des experimentais.
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