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A espécie vegetal Cissus sicyoides L. é
vulgarmente conhecida como insulina vegetal,
cip6-pucd e anil-trepador. O presente trabalho
pretende fornecer subsidios para a caracterizagéo
dos componentes da droga vegetal. Foi preparado
0 exlrato aceldnico das folhas, do qual foram
extraldos e identificados os carotenos. Também
foram determinados o perfil cromatogréfico e ¢s
parémetros flsico-quimicos dos extratos fluidos
obtidos da pianta.
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1. INTRODUCAO

A espécie vegetal Clssus sicyoides L. pertence a familia

Vitaceae, vulgarmente chamada de insulina vegetal anil-trepador®®"",

cipd-puca®®  tinta-dos-gentios e uva-brava™. E um arbusto
escandente com gavinhas opostas as folhas e raizes aereas péndulas
que atingem varios centimetros.

As folhas s3o simples com filotaxia alterna de contorno
ovado, &pice acuminado, base reentrante-auriculada, margem ondulada
e provida de pequenos mucrons criginados da projecdo das nervuras
secundarias para o lado de fora da lamina foliar'®. A inflorescéncia é do
tipo cimosa constituida de umbela de dicasio formada por peguenas
flores hermafroditas com nectérios amarelos. O fruto @ uma baga azul
anil, apresentando cerca de 1 cm de didametro e apenas uma semente'™.

Para uso topico & utilizada contra o reumatismo e cura de
abscessos’!". Sob a forma de cataplasma é aplicada em inflamag&o

%812 sendo por este motivo
IOG

muscular'. Apresenta ag#o anticonvulsivante
utilizada em casos de epilepsia e derrame cerebra

A espécie apresenta antocianinas'' nos seus frutos, & nos extratos
obtidos da planta encontram-se aminoacidos, proteinas, alcaldides,

flavonéides™, saponinas e taninos®.
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2. MATERIAL E METODOS

A. MATERIAL

O material de estudo foi constituide de folha e caule de
Cissus sicyoides L., devidamente coletados no horto de plantas
medicinais da Escola de Farmacia e Odonto'!ogia de Alfenas, Minas
Gerais. Foi préparada uma exsicata que depois da identificagdo da
. espécie foi colocada no herbario do Instituto de Botanica do Estado de
S&o Paulo, onde recebeu a numeragéo SP: 251:212.

B. METODOS

B.1. PREPARO DOS EXTRATOS FLUIDOS

Foi retrada uma quantidade de droga seca que foi
pulverizada em moinho de martelos, obtendo-se um p6 semifing. Com a
droga pulverizada foram preparados os extratos fluidos pelos processos
A e C de acordo com a Farmacopéia Brasileira, Segunda Edic&o”,
empregando-se como liquido extrator o alcool 50%.

Foram realizadas as seguintes determina¢es nos extratos
fluidos: Densidade® pelo picnémetro, viscosidade™ pelo viscosimetro de
Ostwald, Residuo seco”, Residuo pela incineracso” e pH através de

um pHmetro da Incibras,
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B.2. DETERMINAGAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO
DOS EXTRATOS

B.2.1. PREPARO DAS AMOSTRAS

20 mL de extrato fluldo obtide pelo processo A% foram
colocados em capsula de porcelana e concentrados até quase secura
em banho-maria a 50° C. Depois, o extrato foi submetido a agitagéo com
3 porgdes de 10 mL de hexano. As fracBes hexanicas foram reunidas e
concentradas a temperatura ambiente até 3 mL.

As fragbes benzénica, cloroformica, acetdnica e
metandlica foram preparadas de modo semelhante 2 fragdo hexanica.
Os extratos assim obtidos receberam as seguintes denominacbes:
Fragdo 1 (hexénica), fragdo 2 (benzénica), fracdo 3 (cloroférmica),
fragéo 4 (acetdnica) e frag8o 5 (metandlica).

Como referéncia para o célculo do Rx, utilizou-se o
corante sudam Ill. Também foram cromatografados os extratos fluidos
obtidos pelos processos A e C¥ da Farmacopéia Brasileira. Os extratos
€ o corante receberam as seguintes denominagdes: Extrato fluido obtido
pelo processo A (A), extrato fluido obtido pelo processo C (C) e corante
sudam Il (R).

As manchas obtidas foram anctadas em tabelas,
levando-se em consideragio a cor, intensidade e Rx . Para analise da
intensidade de cada mancha, adotou-se o seguinte critério: forte (+++),
media (++) e fraca (+).
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B.2.2. SISTEMAS CROMATOGRAFICOS

Os seguintes sistemas cromatograficos foram

utilizados neste estudo:

1)

2

SISTEMA CROMATOGRAFICO 1

cromatoplaca: Art. 5553 DC-Alufolien Kieselgel
60 (MERCK) - 20x20 cm - 0,2 mm

fase mével: benzena:acetato de etila (9:1)
saturacdo: completa

percurso: 10 ¢m

desenvolvimento: simples

visualizagso: Luz natural, apés nebulizagdo do
reativo anisaldeido sulfurico e aquecimento a
106° C por 10 minutos.

SISTEMA CROMATOGRAFICO 2

cromatoplaca: Art. 5553 DC-Alufolien Kieselgel
60 (MERCK) - 20x20 cm - 0,2 mm

fase mével: benzeno;acetato de etila (95:5)
saturagéo: completa ‘

percurso: 10 cm

desenvolvimento: simples

visualizacdo: luz natural, apds nebulizagdo da
solugdo de acido sulfurico 5% em etanol e
vanilina 1% em etanal, seguida de aquecimento
a 105°C por 10 minutos

B.2.3. ANALISE DE CAROTENOS DAS FOLHAS DE Cissus
Sicyoides L.

O meétodo utilizado foi o mesmo utilizado por ALMEIDA
& PENTEADO® que se basearam em RODRIGUEZ et al®.

O método consta de extragdo com acetona, seguida de
saponificacdo a frio com solugdo metandlica de KOH a 10% e
transferéncia dos pigmentos para o éter de petrdlec em funil de
separagdo com auxilio de agua. A solugdo contendo os carotenoides
livre de alcalis foi evaporada em rotavapor a 30°C e em seguida utilizou-
se 0 seguinte sistema cromatografico em coluna:

~ coluna de vidro 20x2,5¢cm

- fase estacionaria MgO:Hyflosupercel (1:1)

- fase mavel: gradiente crescente de acetona em éter

de petroleo

As fragdes foram isoladas e em seguida realizou-se
leitura em espectrofotdmetro (BECKMAN DU-70) com registrador
acoplado, fazendo-se a varredura de 320 a 520 nm utilizando-se como
solvente o éter de petrdleo.

Realizou-se ainda ¢ teste para reagéo cis-trans™.

Foi realizada também a cromatografia em camada
delgada em placas de vidro 20x20 cm com fase estacionaria composta
por silicagel 60 G (Merck Art. 7731) com 2504 de espessura e fase
movel metanol:benzeno (97:3).
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3. RESULTADOS

A. PADRONIZAGAO DOS EXTRATOS FLUIDOS
A seguir serio apresentadas as Tabelas 01, 02 e 03 que
representam determinagdes fisico-quimicas e os perfis cromatograficos

dos extratos fluidos e suas fragbes.

TABELA 2. Cor e Rx obtidos na CCD dos extratos fluidos e fracdes de
Cissus sicyoides L. (insulina vegetal) - Sistema
Cromatografico 1{padréo sudam Il = 6,4 cm).

Extratos fluidos A-C e frages - cores e Rx ohtidos

. TABELA 1.
DETERMINAGOES EXTRATO FLUIDO A EXTRATO FLUIDO C
Densidade relativa 1,01 0,99
Viscosidade - tempo de 3/19 3/44
escoamento (min/seg)

1z

Residuo seco 16,17% 11,88%
Residuo pela incineragio 3,64% 1.77%
pH 4,83 461
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Manchas 1 2 3 4 5 A c
1 Violeta Vicleta Violeta Violeta Violeta
(++4) 1,12 {#) 1,15 (+++) 112 (++) 114 () 1,14
2 Verde Verde Verde Verde Verde Cinza Cinza
Escuro Escuro Escuro Escuro Escuro (+++) (+++)
(++4) 1,03 (+++) 106 (+++) 1,04 (+++) 1,08 (+++) 0,98 1,06 1,06
3 Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza
{+) 0,85 {+) 0,85 {+) 0,93 (+) 0,89 (+) 0,85
4 Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza
(+) 0,73 (+) 0,75 {(+) 0,75 (+) 0.78 (+)0,76
5 Violeta Violeta Violeta Violeta Violeta Violeta Violeta
(++) 0,65  (++) 0,67 (++) 085  (++) 0,75 (++) 0,67 (+) 0,68 (+) 0.68
8 Violeta Violeta Violeta Violeta Violeta Vigleta Violeta
(+4+) 0,54  (+++)0,56 (++) 0,56  (++) 0,57 (++) 0,57 {+} 0,59 (+) 0,59
7 Violeta Violeta Vicleta Violeta Violeta Violeta Violeta
{(++) 0,39 (+) 043 (+) 0,48 {+) 0,45 (++) 0,43 {(+) 0,43 {+) 0,43
8 Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza
(++) 0,28 (+++) 0,34 (+++) 0,34 (+++) 0,37 {(+++) 0,37 (+++) (+++)
0,31 0,31
9 Vermelho*
- Adaranjado
(++) 017
10 Cinza Cinza Cinza Cinza
{++) 0,14 (+) 0,15 (+) 0,15 . (+)0,15
11 Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza
(++) 0,09 (++) 0,10 (+) 0,10 (+) 0,10 (+)0,10
12 Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza
(+1) 0,08 (++) 0,07 ) 007 {+) 009 (#0098

1- fracdo hexanica; 2- frag8o benzénica; 3- fragfo cloroférmica; 4- fragéio
acetbnica; 5- fragdo metandlica; A- extrato fluido obtido pelo processo "A"; C-
extrato fluido obtide pelo processo "C"; (*} a mancha desaparece com o tempo.
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TABELA 3. Cor e Rx obtidos na CCD dos extratos fluidos e fragdes de
Cissus sicyoides L. (insulina vegetal) - Sistema
Cromatografice 2 (padréo sudam Il = 5,0 cm).

Extratos fluidos A-C e fracdes - cores e Rx obtidos

Manchas 1 2 3 4 5 A [»4
1 Azul Anil Azul Anil Azul Anil
(+++) 2,02 (+) 206 (+)210
2 Azul Claro
(++) 1,80
3
4 Linza Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza
(+4+) 1,52 (+++)1,54  (++4)1,52  (+++) 1,56 (+++) 1,56 (++) 1,54 (++)15
5
6 Azul Azul Azul Azul Azul
(++) 1,14 {+) 1,18 (+) 1,14 (+} 1,20 (+) 1,20
Azul Azul Azul Azul Azul
(++) 0,82 (+) 0.76 (+) 0,94 (+) 0,92 {+) 0,04
10 Azul Azul Azul Azut Anil Azul Anil Azul Anil  Azul An
(++) 0,54 (++) 0,50 (+)0,52 {++) 0,54 (++} 0,54 {+) 0,52 (+) 0,5
1 Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza
(+) 0.44 (+) 0,32 (+) 0,32 (+) 0,36 (+) 0,34
12 Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza
(++) 0,30 (+) 0,24 (+) 0,24 {+) 0,30 (+) 0,30 (+} 0,26 (+) 0.2
13 Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza
(+) 0,20 (+) 0,14 (+++)0,18 (+) 0,20 {+) 0,22 (+) 0,18 (+) 0,2
14 Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza Cinza

(++4) 042 (++4)010 (#4010  (+++) 014 (+9) 0,16 (+) 012 () 0.1:

1- fragho hexanica; 2- fraglo benzénica; 3- fragio cloroformica; 4- fragéo
acetbnica; 5- fragio metandlica; A- extrato fluido obtido pelo processo "A"; C-
extrato fluido obtide pelo processo "C".
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B. IDENTIFICAGAO DE CAROTENQS NAS FOLHAS
Foram identificados nas folhas de Cissus sicyoides L. como

carotenos principais 0 «-caroteno e o [-caroteno. As caracteristicas

destes carotenos encontram-se na Tabela 04.

TABELA 4. Abscrgdo e valores de Rf dos carotendides isolados de
Cissus sicyoides L.

FRAGAO  IDENTIFICAGAo ABSORCAD  VALORES

{nm) (Rf)
1 a-caroteno(trans) ~ 413-440-470 0,99
2 B-caroteno (trans) ~ 425-447-474 0,99

As Figuras 01 e 02 representam os espectros de absorgéo em
éter de petréleo dos carotenos isolados das folhas Cissus sicyoides L
antes e depois da reagdo com iodo para a verificacéo do tipo de isémero
encontrado.
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Figura 01. Espectro de absorgdo do c-caroteno (todo-trans) em
éter de petréleo, antes da isomerizagio (A) e depois da
isomerizagio (B).

Figura 02. Espsctro de absorgio do f-caroteno (todo-trans) em
éter de petroleo, antes da isomerizagao (A} e depois da
isomerizagao (B).
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

As determina¢bes da densidade, viscosidade, residuo seco,
residuo pela incineragédo e pH, foram realizadas de acordo com a
Farmacopéia Brasileira e forneceram resultados satisfatorios. Na reviséo
bibliografica nfo encontramos artigos sobre estas determinagbes, mas
isto ndo impede que elas sejam usadas como padrio.

O extrato fluido A apresentou densidade, teor de cinzas & residuo
$EC0o maiores gue o extrato fluido C. Somente a viscosidade foi menor,
enquanto que o pH pouco diferenciou.

Observando o sistema cromatografico 1 correspendente & Tabela
02 e que representa o perfil cromatografico dos extratos fluides e
fragdes, podemos. notar manchas comuns em diversos extratos. Duas
manchas diferenciam-se de maneira destacada no perfil da fragéo
acetdnica do extrato fluido (coluna 4). A primeira com Rx 0,17, de média
intensidade e cor vermelha alaranjada a vermelha tijolo. Esta mancha
aparece loge apds a nebulizag8o do reativo anisaldeido-sulfurico e
aguecimento a 105°C per 10 minutos. Apés este tempoe, a mancha deve
ser observada logo, pois desaparece em torno de 30 minutos.

No sistema cromatografico 2 que corresponde as Tabelas 03, e
representa o perfil cromatogréfico dos extratos fluidos, chamamos
ateng8o para o percurso de 15 cm, onde obtivemos uma melhor
separagéo das manchas.

O sistema cromatografico 1 foi que apresentou o maior numero de
manchas para os extratos fluidos A e C. Nac observamos diferenga no
perfil cromatografico do extrato fluido A e C. Foi possivel observarmos
diferengas entre os perfis dos extratos fluidos e de suas fragdes. Certas
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substancias aparecem no perfil das fragbes e n&o aparecem no perfil
dos extratos. O extrato fluido ndo apresentou a mancha vermelha
alaranjada que desaparece. Esta mancha somente ocorreu no sistema
cromatografico 1. -

O espectro de absorgdo de cada pigmento cromatograficamente
puro, foi registrado e comparado com valores da literatura. Além disso a
ordem de eluigdo e a comparacdo de padrdes auxiliou na identificagdo
das fragdes.

Foram idenficados dois carotenos cujas caracteristicas estéo
apresentadas na Tabela 04 e seus espectros de absorgéo nas Figuras

1 e 2. A primeira fragao foi idenficada como sendo a-caroteno todo trans

e a segunda fragdo como P-carotenc tode-trans, uma vez ter havido

diminuigdo no comprimento de onda apos adigdo de soluglo de icdo.

5. SUMMARY

Cissus sicyoides L. has commonly been known in folk medicine as
vegetable insulin and used by its hypoglicemic properties. Extracts of the
plant have been examined and carotenes were identified in the acetonic
fraction. Analysis of the fluid extract of the plant has also been effected
and the chromatographic profile established.
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