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RESUMO

Estudos preliminares realizados no Instituto de Antibiticos de Recife
demonstraram que extratos de Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br., uma planta
caracteristica do ecossistema de restingas do Estado do Rio de Janeiro, possuem
atividade antibidtica.

Do fracionamento em coluna de gel de silica do extrato em acetato de etila de
Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. foi identificado uma substancia inédita na literatura,
mas que se mostrou inativa in vitro como antibiético.

A substancia foi identificada, com base em seus dados espectrométricos de
infravermelho, massas por impacto de elétrons de baixa resolucdo e RMN de 'H e
RMN de ®C (DEPT, COSY e HETCOR), como sendo o &cido p-(1-
tridecanil)oxicinamico.
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ABSTRACT

Preliminary studies made in Institute of Antibiotics of Recife demonstrated that
extracts of Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br., one plant characteristic of the lowlands
ecosystem of Rio de Janeiro State, possess antibiotic activity. From the silica gel
column fractions of the ethyl acetate extracts of Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. was
isolated and identified a new compound, which was shown to be inactive in vitro as
an antibiotic. This compound was identified, on the basis of its spectroscopic
analysis infra-red, low-resolution electron-impact mass spectroscopy and *H and **C
NMR spectroscopy (DEPT, COSY and HETCOR), as p-( tridecanil oxicinamic) acid.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade as plantas tém grande importancia na vida do ser humano.
A manipulacdo dos produtos naturais €, em seus diferentes aspectos, uma ciéncia
muito antiga. A preparagao dos alimentos, corantes, fibras, toxinas, medicamentos e
estimulantes sdo exemplos de atividades tdo antigas quanto a raca humana.
Quando os quimicos no século XVIII ultrapassaram a barreira dos mitos para a
ciéncia, as verdadeiras propriedades dos extratos obtidos da natureza despertaram
grande curiosidade entre os cientistas. Eles comecaram a separar, purificar e
finalmente analisar as substancias produzidas nas células vivas. Nesta época
comecgava a nascer, como ciéncia, a Quimica de Produtos Naturais (SILVA, 1999).

Ao longo dos séculos, produtos de origem vegetal constituiram as bases para
tratamento de diferentes doencas. Planta Medicinal é a espécie vegetal designada
pelo seu nome cientifico em latim, utilizada com finalidades terapéuticas. A partir do
avanco cientifico pdde-se estudar mais a fundo quais substancias possibilitavam tal
efeito, ou seja, substancias naturais ou sintéticas com propriedades de destruir uma
ou mais espécies de microorganismos em geral (CORREA, 1998).

A pesquisa sistematica para obtencdo de novas substancias com finalidade
terapéutica pode ser executada por meio de varios processos. Os mais utilizados
sao:

v’ Extragdo, isolamento e purificagdo de novas substancias de fontes
naturais, especialmente de origem vegetal ou microbiolégica, ai quais se
caracterizam como uma fonte inesgotavel de substancias potencialmente

ativas como medicamento.
v Sintese de novas moléculas ou a modificagdo molecular de substancias

naturais ou sintéticas, com propriedades farmacoldgicas definidas
(MATQOS, 1998).
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O uso de plantas medicinais esta cada vez mais difundido, ndo sé no Brasil
como também em outros paises, especialmente na Europa, derrubando um tabu de
que somente a populagdo do interior, que cultiva até hoje plantas tanto comestiveis
como medicinais, utilizavam-nas para a cura das mais diversas enfermidades, por
conhecimento adquirido dos seus ancestrais. Atualmente, as popula¢gdes urbanas,
que ndo tém contato com as plantas medicinais, vém adquirindo as drogas de
origem natural no comércio (CAMPOS, 1991).

A organizagdo Mundial de Saude (OMS) estimou que, pelo menos oitenta por
cento da populagdo mundial confia principalmente, se ndo na totalidade, nos
produtos naturais. Mesmo nos paises industrializados, mais de quarenta por cento
de todos os medicamentos farmacéuticos séo derivados de recursos naturais. Estes
farmacos sdo encontrados no mercado como ingredientes naturais, copias sintéticas
ou formas artificialmente modificadas de produtos quimicos naturais (FILHO, 1998).

A investigacdo de novos farmacos de origem vegetal é decorrente de vérios
fatores que vdo desde a cultura popular, medicina folclérica e misticismo até a
curiosidade de estudar novas espécies vegetais, determinando de modo exato e
racional a estrutura de uma nova molécula com potencialidades de se transformar
em um medicamento disponivel e aprovado. O fator da grande biodiversidade de
plantas existente no nosso planeta é um importante aspecto em prol destas
pesquisas (GUERRA, 2001).

A idéia primordial na indicacdo do uso de fitoterapicos na medicina humana n&o
€ substituir medicamentos registrados e ja comercializados, mas sim aumentar a
opcao terapéutica dos profissionais de saude, ofertando medicamentos
equivalentes, também registrados, talvez mais baratos, com espectros de acdo mais
adequados e, com indicacdes terapéuticas complementares as medicacfes
existentes. Objetivo secundario, mas ndo menos importante, seria a valorizacdo das
tradicbes populares e o fornecimento de substratos para o desenvolvimento da
industria farmacéutica (GUERRA, 2001).

A magnitude da biodiversidade brasileira ndo é conhecida com preciséo, tal a
sua complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies
distintas de plantas, animais e microorganismos. O Brasil € o pais com maior
diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies
catalogadas, de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (GUERRA, 2001).
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Esquecidas por muito tempo pelos ocidentais, as ervas medicinais hoje
reassumem seu papel como o mais valioso recurso terapéutico oferecido pela
natureza. A fitoterapia — forma de tratamento mais simples e natural de prevenir e
tratar doencas através de preparos vegetais ou de principios ativos que deles se
pode extrair — € tdo velha quanto o ser humano. A histéria da fitoterapia se confunde
com a histéria da farmacia, em que até o século XIX, os medicamentos eram
formulados a base de plantas medicinais (FITOTERAPIA, 2003).

O descobrimento das propriedades curativas das plantas foi, no inicio,
meramente intuitivo, ou a partir da observagdo dos animais que, quando doentes,
buscavam nas ervas cura para suas afec¢des. Atualmente pode-se afirmar que,
2000 anos antes do aparecimento dos primeiros médicos gregos, ja existia uma
medicina egipcia organizada (POLUNIN, 1993).

Os conhecimentos médicos iniciados no antigo Egito divulgaram-se mais tarde
para a Mesopotamia. Em 1924, na Inglaterra, os técnicos do Museu Britanico
conseguiram identificar 250 vegetais, minerais e substancias diversas, cujas virtudes
terapéuticas eram conhecidas pelos médicos babildnicos. Nos pergaminhos da
época sédo citadas ervas como o canhamo indiano, utilizado como anestésico nos
casos de reumatismo (POLUNIN, 1993).

Foram, sobretudo, os gregos e mais tarde os romanos, que herdaram e
aperfeicoaram os conhecimentos médicos egipcios. HipOcrates reuniu a totalidade
dos conhecimentos médicos de seu tempo no conjunto de tratados conhecidos pelo
nome de Corpus Hipocraticum, onde, para cada enfermidade, descreve um remédio
vegetal e o tratamento correspondente (POLUNIN, 1993).

No inicio da era cristd, Dioscérides inventariou, no seu tratado De Materia
Medica, mais de 500 drogas de origem vegetal, mineral ou animal (POLUNIN, 1993).

Finalmente, o grego Galeno ligou seu nome ao que ainda se denomina “farmacia
galénica”, onde as plantas ndo sdo mais usadas na forma de p6 e sim de
preparagfes, nas quais sdo usados solventes como &lcool, 4gua ou vinagre, e
servem para conservar e concentrar oS componentes ativos das plantas, sendo
utilizadas em ungientos, emplastos e outras formas de preparacdes (POLUNIN,
1993).

O longo periodo que se seguiu no Ocidente, designado por Idade Média, néo foi

exatamente uma época caracterizada por rapidos progressos cientificos. Foi, no
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entanto, no Renascimento, com a valorizagdo da experimentacdo e da observagao
direta, com as grandes viagens para as indias e a América, que se deu origem a um
novo periodo de progresso no conhecimento das plantas e suas aplicacbes
(POLUNIN, 1993).

No inicio do século XIV, o médico sui¢o Paracelso tentou relacionar as virtudes
das plantas com as suas propriedades morfologicas, sua forma e sua cor.
Conhecida como *“teoria dos sinais”. Paracelso considerava que uma doenca se
podia curar com aquilo que com ela tivesse semelhanga. Este pensamento ndo era
original do médico suico, pois os indios da América do sul e, possivelmente
indigenas de outros continentes, tinham as mesmas idéias sobre os sinais das
plantas e suas relagdes com o valor curativo (POLUNIN, 1993).

A partir do século XV houve uma preocupacgdo em catalogar um grande namero
de vegetais, identificando-os e classificando-os de acordo com a procedéncia dos
principios ativos (POLUNIN, 1993).

Finalmente, os esforgcos de classificagdo culminaram, em 1735, com a
publicagcéo do Systema Naturae, de Lineu (POLUNIN, 1993).

No Brasil, relatos datam desde os tempos da colonizagdo, quando Guilherme
Piso chegou a Recife, em 1637, na qualidade de médico do principe Mauricio de
Nassau, reconheceu a superioridade da terapéutica indigena. Desta forma, a
fitoterapia no Brasil se tornou resultado de uma série de aculturacfes de técnicas

utilizadas pelos portugueses, pelos indigenas e pelos negros (ALMEIDA, 1993).

1.1. O GENERO IPOMOEA

O género Ipomoea é numeroso e inclui aproximadamente 650 espécies tropicais
sendo ervas, tubérculos ou arbustos, muitas delas amplamente cultivadas,
principalmente como plantas ornamentais, pela beleza de suas folhagens e de suas
flores (DI STASI, 2002).
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Este género pertence a familia Convolvulaceae que inclui aproximadamente
1.600 espécies, distribuidas em 56 géneros de ocorréncia em regides tropicais e de
clima temperado, incluindo plantas herbaceas, algumas vezes parasitas, ervas,
arbustos e raramente arvores (MABBERLEY, 1997).

1.1.1. DADOS QUIMICOS DO GENERO IPOMOEA

Os trabalhos realizados com o género Ipomoea estéo relacionados a presenca
de carotendides, alcal6ides e flavandides (Tabela 1.1). Alguns exemplos destas
substancias identificadas nas espécies do género Ipomoea sdo mostradas na FIG.
1.1, p.20).

TAB.: 1.1: Estudos e classes de substancias identificadas nas espécies do género

Ipomoea
Espécies Ocorréncia
|.batatas (BICUDO, 1986) Carotendides (1)
I. aguética (WILLS & RANGGA, 1996) Carotendides (1)
I. cairica (PASKA, 1999) B-sitosterol (2)
I. regnellii (MANN, 1999) Sulfato Flavanadide (3)
. reticulata (MANN, 1999) Sulfato Flavanadide (3)
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FIG. 1.1: Substancias identificadas nas espécies do género Ipomoea.

1.2. DADOS FARMACOLOGICOS DO GENERO IPOMOEA

As sementes de Ipomoea sp. apresentaram potencial atividade genotoxica em
testes com bactérias (FRIEDMAN & HENIKA, 1991). O extrato em diclorometano de
I. fistulosa apresentou atividade antiinflamatoria em teste de edema de pata em
camundongos (GORZALCZANY, 1996). A 1. hispida é citada como droga
antileprética da flora medicinal indigena (KATARIA & GRUPTA, 1996).

Foram isolados de |. stans tetrassacarideos que apresentaram uma pronunciada
atividade citotéxica em trés linhagens de células tumorais humanas e atividade
antibidtica contra duas linhagens de bactérias (REYNOLDS, 1995).
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1.1.3. A ESPECIE IPOMOEA pes-caprae (L.) R. Br.

A Ipomoea pes-caprea (L.) R. Br. (FIG. 1.2) é conhecida vulgarmente como
salsa-da-praia ou cipo-da-praia. Ocorre nas areas tropicais no mundo. E empregada
freqientemente na medicina popular como tratamento de inflamacdes e processos
dolorosos (DEVALL, 1990). O seu uso na medicina popular € um argumento para se
comprovar suas a¢des farmacoldgicas, assim como caracterizar quimicamente seus
componentes.

Além disso, estudos realizados no Instituto de Antibiéticos, em Recife-PE,
interrompidos ha mais de 25 anos, demonstraram que o género Ipomoea
apresentava substancias com atividade antiinflamatoria, antimicrobiana e antitumoral
(LIMA, 1970).

e

FIG. 1.2: Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br.

Embora os sinais de inflamacdo tenham sido descritos em um papiro egipcio
(3.000 a.C.), Celsius, escritor romano do primeiro século d.C., foi o primeiro a citar
0s quatro sinais cardinais de inflamacé&o: rubor, tumor, calor e dor. Em 1973, o
cirurgido escocés John Hunter observou o que hoje é considerado um fato 6bvio:
que a inflamagé&o ndo é uma doenca, mas uma resposta inespecifica que tem efeito
salutar sobre o seu hospedeiro. Julius Cohnhein (1939-1884) foi o primeiro a usar o
microscopio para observar vasos sanguineos inflamados em membranas delgadas
transparentes. ldentificando as alteracfes iniciais no fluxo sanguineo, o edema

subsequente causado por uma permeabilidade vascular aumentada e a emigragao
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tipica dos leucdcitos, ele escreveu descricbes que dificilmente poderdo ser
melhoradas (COLLINS, 2000).

Hoje em dia, ja estd bem estabelecido o fato de que estes sinais séo
consequéncia da liberacdo de substancias quimicas no local da injuria (por exemplo,
histamina, bradicina, prostaglandinas e leucotrienos), originando o0s dois
componentes bésicos da inflamag&o: as alteragdes vasculares e o acumulo de
células (SPECTOR, 1956).

Em relacdo a Ipomoea pes-caprae, (L.) R. Br., existe na literatura estudo
fitoquimico em que foram isolados e caracterizados compostos com propriedades de
inibir a sintese de prostaglandinas, ou seja, compostos com propriedades
antiinflamatorias.

Séo eles: 2-hidroxi-4,4,7-trimetil-1(4H)-naftalenona (1), 3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-
isocumarina (2), eugenol (3) e 4-vinilguaiacol (4) (PONGPRAYONN, 1991) (FIG.

1.3).
0] OH O
. |
0]
1 2

OH OH
OCH3 OCH3
P ~ H
H
3 4

FIG. 1.3: Compostos com propriedades antiinflamatérias isolados de
Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. (PONGPRAYONN, 1991)
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1.2 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo a investigacdo da espécie vegetal Ipomoea
pes-caprae (L.) R. Br., da familia Convulvolaceae, coletada no Horto da Barra da
Tijuca na Cidade do Rio de Janeiro, quanto a sua atividade antibittica, isolamento e

identificagdo de seus principios ativos.
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2 METODOLOGIA

2.1 MATERIAIS E METODOS

2.1.1 ESPECTROMETRIA NO INFRAVERMELHO

Os espectros de absor¢cdo na regido do infravermelho foram obtidos em
espectrometros Perkin Elmer 1600 FTIR e Nicolet-740 FTIR, usando pastilhas de
brometo de potéssio. Os valores para as absor¢6es foram referidos em unidades de

ndmeros de onda (cm™).

2.1.2 ESPECTROMETRIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
HIDROGENIO E CARBONO 13

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Varian UNTIY-300, sob
um campo de 7,05 tesla e frequéncias de 300 MHz para espectros de 'H e de
75MHz para espectros de '*C. As amostras foram dissolvidas em CDCls;, os
deslocamentos quimicos foram apresentados em ppm usando TMS como referéncia
interna. Foram obtidos também os espectros DEPT, HETCOR e COSY. As areas
relativas dos sinais foram obtidas por integragéo eletronica e suas multiplicidade

descritas como s (singleto), d (dubleto), t (tripleto), m (multipleto).

2.1.3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA FINA (CCF)

As separacgfes cromatograficas em camada fina analitica foram realizadas sobre

silica Merck PFz4 em placas preparativas 20x20cm e 1mm de espessura. A
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visualizagdo das substéancias foi feita sob lampada de ultravioleta Mineralight em 254
e 366 nm e/ou por revelagcdo com solugéo de sulfato cérico a 2% em &cido sulfarico

2N e aquecimento.

2.1.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA EM COLUNA ABERTA

A cromatografia liquida em coluna aberta foi utilizada para fracionamento dos
extratos brutos e realizada em coluna empacotada com Silica Gel 60 para

cromatografia em coluna com particulas de 70-230 mesh Merck.

2.1.5 CROMATOGRAFIA GASOSA DE ALTA RESOLUGCAO

A Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo com detector de ionizagcdo por
chama (CGAR/DIC) foi realizada em cromatégrafo HP 5890 série I, nas seguintes
condic¢des: temperatura inicial (forno): 60°C por 2 min; rampa: 10°C/min, temperatura
final: 290°C, isoterma por 20 min., tempo de analise: 30 min., temperatura do
detector: 300°C e temperatura do injetor: 260°C. O sistema foi operado com diviséo
de fluxo na razdo de 1:20, com hélio como gas de arraste. Coluna RTX-5 (fase
estacionaria: 5% difenil, 95% dimetil polisiloxano), 22 m de comprimento, 0,25 mm

de didmetro interno e 0,5 um de espessura da fase estacionéria.

2.1.6 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os espectros de massas de baixa resolugdo por impacto de elétrons, 70 eV,
foram obtidos em aparelho CGAR/EM HP 5972. As condi¢des cromatogréaficas foram

as mesmas desenvolvidas para a CGAR/DIC.
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2.1.7 PONTO DE FUSAO

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Fisher-Johns com

microscopio.

2.2 COLETA DA PLANTA

As folhas e caule da planta Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. foi coletada no Horto
da Barra da Tijuca na Cidade do Rio de Janeiro (aproximadamente 3 Kg) pelo
bidlogo e funcionario da Fundacé@o Parques e Jardins, Luis Roberto Zaminth, em
fevereiro de 2002, desidratada a sombra, em ambiente bem arejado, durante
aproximadamente uma semana. Apos a dessecacao o material foi moido em moinho
de martelo na FIOCRUZ.

2.3. PREPARO DOS EXTRATOS

As folhas apds secagem a temperatura ambiente, foram moidas e submetidas a
extracdes utilizando os solventes hexano, acetato de etila e etanol por dois métodos
de extracéo, percolagéo e soxhlet (FIG. 2.1, p.27) para obtengado dos extratos brutos.
Os extratos brutos foram entdo submetidos a ensaios bioldgicos.

Os solventes dos extratos brutos obtidos foram evaporados sob presséo

reduzida em evaporador rotatério.
2.4 SOLVENTES
Os solventes Hexano (Vetec), Diclorometano (Vetec), Acetato de Etila (Vetec) e

MeOH (Vetec) utilizados na extragéo por Soxhlet, CCF, CCF preparativa e algumas

andlises espectroscopicas foram previamente destilados.
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FIG. 2.1: Esquema para obtencgéo de extratos com solventes de polaridade
crescente a partir das folhas de Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. moidas.

2.5 ANTIBIOGRAMA

Os extratos brutos e o composto isolado foram submetidos a ensaios bioldgicos
de determinacdo da atividade antibidtica pelo Método de Difusdo - Antibiograma -
realizado no Laboratdrio de Bioorganica do IME — Instituto Militar de Engenharia.
Nos ensaios foram utilizados:

Solvente: Dimetil-sulféxido (DMSO) — Merck;

Meio de cultura: Agar Muller-Hinton — Isofar;
Discos: S&S Filter Paper 740-E com 13 mm de diametro;
Microorganismos:

Escherichia coli (bactéria Gram negativa), INCQS 00310, ATCC 11775, LOTE
0102310;

Staphylococcus aureus (bactéria Gram positiva), INCQS 00039, ATCC 6538,
LOTE 0101039.
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Todas as cepas fazem parte do acervo da Colecdo de culturas de

Microorganismos do Laboratério de Bioorganica do IME.

2.5.1. METODOLOGIA UTILIZADA NO ANTIBIOGRAMA

2.5.1.1 PREPARACAO DO AGAR MUELLER-HINTON

Foram adicionados 39 g de Agar Miller-Hinton em 1000mL de agua destilada.
Misturou-se até obter uma suspensdo uniforme. A solucdo foi aquecida até
dissolugdo completa. Apds dissolucéo a solugéo foi esterilizada em um autoclave a
121°C por 15 minutos. Verteu-se o meio preparado em placas de Petri previamente
esterilizadas, e depois deixadas para esfriar, levando a solidificacdo do meio de

cultura.

2.5.1.2 PREPARACAO DO ANTIBIOGRAMA

Com um pipetador esterilizado transferiu-se 100 pL do in6culo de cada
microorganismo, para uma placa contendo Agar Mller-Hinton. O microorganismo foi
semeado espalhando-o em todas as diregdes. As placas inoculadas foram deixadas
em repouso por cerca de 10 a 15 minutos, até que a superficie estivesse
completamente seca e o in6culo absorvido pelo meio de cultura, permitindo assim a
melhor fixagédo dos discos impregnados com 0s extratos ou compostos.

Aproximadamente cerca de 20 mg do extrato bruto ou cerca de 10 mg do
composto isolado foram diluidos a 50 uL em DMSO. Os discos de papel foram entéo
impregnados com 50 uL das solugbes obtidas e colocados sobre a superficie do
agar inoculado com o auxilio de uma ping¢a, pressionando levemente e mantendo um
espaco de no minimo 20 mm da borda e entre eles. O branco foi o solvente puro

(DMSO). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.
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Apb6s o periodo de incubacéo, as placas foram lidas pela medi¢cdo do diametro
da zona de inibicdo (FIG. 2.2). A interpretacdo dos resultados do antibiograma foi
baseada no tamanho do halo de inibicdo, em comparagcdo com o controle positivo

utilizado de carbenicilina 100ug.

FIG. 2.2: Halos de Inibicao

2.6 CROMATOGRAFIA DO EXTRATO EM ACETATO DE ETILA DE IPOMOEA pes-
caprae (L.) R. Br.

5,9555¢g do extrato de Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. obtido através da extracéo
com acetato de etila foram cromatografados em coluna de silica gel empacotada
com hexano. Na cromatografia em coluna utilizou-se uma bureta de 500mL como
coluna cromatografica e aproximadamente 300 g de silica gel.

O extrato foi colocado na coluna sob a forma de “pastilha”, e a mesma foi eluida
com hexano-acetato de etila em gradiente crescente de polaridade e recolhidas

fragbes de 50 mL, conforme mostra a Tabela 2.1 (p.30).
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TAB.: 2.1 Esquema do fracionamento em silica gel do extrato de
Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. em acetato de etila.

Fracdes (50mL) Eluente

1-4 hexano(100%)

5-7 hexano/acetato de etila (1%)
8-10 hexano/acetato de etila (2%)
11 - 13 hexano/acetato de etila (3%)
14 - 16 hexano/acetato de etila (5%)
17 -19 hexano/acetato de etila (10%)
20-22 hexano/acetato de etila (15%)
23-25 hexano/acetato de etila (20%)
26 — 28 hexano/acetato de etila (25%)
29-31 hexano/acetato de etila (30%)
32-34 hexano/acetato de etila (50%)
35-37 acetato de etila (100%)
38-40 metanol (100%)

As fracdes foram reunidas de acordo com suas caracteristicas e composicao

frente a cromatografia em camada fina.

2.6.1. PREPARO DA PASTILHA

Foram misturados 5,9555g do extrato seco de Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br.
obtido através da extracdo com acetato de etila com 30 g de Silica Gel 60 para
cromatografia em coluna com particulas de 70-230 mesh Merck. Fez-se uma pasta
usando quantidade suficiente de CH,Cl, no qual o extrato é solluvel. O solvente foi
evaporado a temperatura ambiente até ndo se sentir mais o odor do solvente no po
obtido.
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2.7 CARACTERIZACAO DO ACIDO p-(1-TRIDECANIL)OXICINAMICO

A fragéo 23 proveniente da eluigcdo do extrato de Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br.
em acetato de etila em coluna de gel de silica com hexano/acetato de etila 20%, foi
submetida a cromatografia prepararativa utilizando silica Merck PF;s, como
adsorvente e hexano/acetato de etila a 20% como eluente. A banda de Rf 0,55 foi
raspada da placa com auxilio de uma espatula e extraida da silica com o solvente
CH_Cl,, resultando em 23,00 mg de um soélido branco com ponto de fusdo 74-76°C
identificado como IPCEA-23(2).

V. vmax (filme) cm™: 3369, 2917, 2848, 1633, 1670, 832 e 720 (FIG. 3.4, p.36).

RMN de *H [300 MHz, CCl, (D20) em ppm: 0,82 (t, 3H), 1,24 (m, 2H), 1,65 (m, 2H),
4,20 (t, 2H), 6,26 (d, 2H), 6,84 (d, 2H), 7,42 (d, 1H) e 7,62 (d, 1H). (FIG. 3.6, p.37).

RMN de *C [75MHz, CCl; (D,O) em ppm: 14,39 (CHgs), 22,96 (CH,), 26,24(CH,),
28,99 (CHy), 29,56 (CHy), 29,63 (CHy,), 29,70 (CHy), 29,80 (CHy,), 29,86 (CH,), 29,92
(CHy), 29,96 (CH>), 32,18 (CHy), 65,02 (CH,), 115,73 (CH), 116,12 (CH), 127,32 (C),
130,19 (CH), 144,72 (CH), 158,14 (C) e 168,05 (C). (FIG. 3.9, p.41).

2.8 METILACAO DE IPCEA-23 (2)

Com a finalidade de se comprovar que a substancia isolada é um acido, realizou-
se uma reagdo para metilagdo da mesma. A substancia IPCEA-23(2) (15,00 mg) foi
tratada com solucdo de diazometano em éter (5 mL) até ndo se observar mais
desprendimento de nitrogénio e a solucdo ter ficado amarela resultando no
composto codificado como IPCEA-23(2)-Me. Evaporou-se o0 solvente e examinou-se

o produto por cromatografia em camada fina, IV, RMN de *H e RMN de *3C.
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2.9 CARACTERIZACAO DO COMPOSTO IPCEA-23(2)-ME

L.V. vmax (filme) cm™: 3384, 2928, 2855, 2254, 1702, 1170, 909 e 735 (FIG. 3.14,
p.47).

RMN de 'H [300 MHz, CCl, (D.O) em ppm: 0,82 (t, 3H), 1,24 (m, 2H), 1,65 (m, 2H)
3,80 (s, 3H), 4,20 (t, 2H), 6,26 (d, 2H), 6,84 (d, 2H), 7,42 (d, 1H) e 7,62 (d, 1H). (FIG.
3.15, p.47).

RMN de **C [75MHz, CCl, (D20) em ppm: 14,35 (CHs), 22,92 (CH,), 26,23(CH>),
29,53 (CHy), 29,59 (CHy), 29,82 (CHy,), 29,93 (CHy), 32,15 (CHy,), 29,86 (CH,), 29,92
(CHy), 29,96 (CHy), 32,18 (CHy), 64,83 (CH,), 114,51 (CH), 116,00 (CH), 127,44 (C),
129,89 (CH), 144,41 (CH), 162,42 (C) e 167,68 (C). (FIG. 3.16, p.48).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESCOLHA DA PLANTA

A Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br., uma planta caracteristica do ecossistema de
restingas do Estado do Rio de Janeiro, apresentou estudos preliminares que
demonstraram que extratos de Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br, possuiam atividade

antibidtica.

3.2 COLETA DA PLANTA

As folhas e caule da planta Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. foi coletada no Horto
da Barra da Tijuca na Cidade do Rio de Janeiro (aproximadamente 3 Kg) pelo
bidlogo e funcionario da Fundacédo Parques e Jardins, Luis Roberto Zaminth, em
fevereiro de 2002, desidratada a sombra, em ambiente bem arejado, durante
aproximadamente uma semana. Apds a dessecacgdo as folhas foram moidas em
moinho de martelo na FIOCRUZ.

3.3 PREPARO DO EXTRATO BRUTO

Os extratos brutos foram preparados através das folhas secas e moidas por dois
meétodos de extracdo, por percolagédo e soxhlet (FIG.3.1, p.34) com a finalidade de
avaliar se a resposta das atividades bacteriolégicas seria igual em ambos os
meétodos. pois na extracdo por soxhlet é necessario aquecimento o que poderia
provocar uma perda das propriedades do extrato.

Os rendimentos dos extratos brutos obtidos nos dois métodos de extracdo

podem ser observados na Tabela 3.1 (p.34).
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TAB.: 3.1: Peso dos Extratos Bruto em relagédo ao peso de planta moida obtidos nos
dois métodos de extracdo

Método de Massa Planta Extrato em Extrato em Extrato em
Extracao Moida (g) Hexano (g) Acetato de Etila (g) Metanol (g)
Soxhlet 181 30 4,2329 5,9555 5,4801

' (2,34%) (3,28%) (3,02%)

¢ 158,40 (1.95%) (2.15%) (2.77%)
PLANTA
MOIDA

Percolagéo e Soxhlet

Evaporacéo EXTRATO
HEXANICO

Y

HEXANO

Y

h 4

k4
Evaporacéo EXTRATO EM
RHETATOES POY™® .| ACETATODE o  TESTES
ETILA ETILE BIOLOGICOS
L 4
Evaporacéo EXTRATO
METANOL » METANOLICO

FIG. 3.1: Esquema para obtencgéo de extratos com solventes de polaridade
crescente a partir das folhas de Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. moidas.
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3.4 ANTIBIOGRAMA DOS EXTRATOS BRUTOS

O teste realizado, técnica de difusdo em agar (Antibiograma) fundamenta-se na
capacidade de difusdo do composto através de um meio sélido, inibindo ou ndo o
crescimento de um dado microorganismo. Este método, o mais comumente
empregado, consiste na utilizagdo de discos de papel impregnados com quantidades
conhecidas das substancias, as quais sdo colocados na superficie do meio nutriente
apropriado em agar em uma placa de petri previamente inoculada com o
microorganismo selecionado (MONTANARI, 1995).

Os testes de avaliacdo bioldgica foram realizados no Laboratério de Bioorganica
do Instituto Militar de Engenharia — IME. Para determinar a atividade biol6gica foram
utilizadas culturas de bactérias Gram negativas (Escherichia coli) e Gram positivas
(Sthaphylococcus aureus). Foram escolhidas estas duas bactérias para a realizacao
do teste pelo fato das mesmas se diferenciarem principalmente pela parede celular.
As bactérias gram-positivas possuem uma parede celular espessa de multiplas
camadas, constituidas principalmente em peptidoglicano, acidos teicoico e
lipoteicdbico e polissacarideos complexos (FIG. 3.2).

As paredes celulares das bactérias Gram-negativas sdo mais complexas que as
das Gram-positivas, tanto estruturalmente quanto quimicamente. Em sua estrutura a
parede celular das bactérias gram-negativas contém duas camadas externas a
membrana citoplasmética, a camada de peptidoglicano e a camada externa que é
exclusiva das bactérias Gram-negativas. A parede celular das bactérias gram-
negativas carece de &cido teicdico ou lipoteicdico. Na membrana externa
encontramos, substituindo os fosfolipidios, os lipopolissacarideos (LPS) (FIG. 3.3,
p.36).

FIG.3.2: Parede celular de bactérias Gram-positivas
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O local critico de ataque dos agentes a parede celular € a camada de
peptidioglicano. Esta camada € essencial para a sobrevivéncia das bactérias em
ambientes hipotdnicos; a perda ou danos desta camada destréi a rigidez da parede
celular bacteriana, tendo por resultado a sua morte.

Os agentes antimicrobianos difundem-se facilmente através da parece celular
das bactérias gram-positivas enquanto que na parede celular das bactérias gram-
negativas a entrada é dificultada pela presenca da membrana externa (FIG. 3.4).

Sendo assim, a maioria das bactérias gram-negativas séo patogénicas e dificeis

de serem eliminadas.

Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas

FIG.3.4: Nas bactérias Gram-negativas a difusdo dos agentes antimicrobianos é
dificultada pela presenca da camada externa que ndo esté presente nas bactérias Gram-
positivas.
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Os testes foram realizados em meio sélido Agar Muller-Hinton em placas de petri
previamente esterilizadas. Os discos foram impregnados com 50uL dos extratos
brutos previamente diluidos em DMSO.

Os microorganismos gram-positivos nao tiveram seu crescimento inibido por
nenhum dos extratos brutos enquanto os microorganismos gram-negativos tiveram
seu crescimento inibido pelo extrato bruto de Ipomoea pes-caprae em acetato de
etila (TAB.: 3.2).

TAB.: 3.2: Resultado dos Ensaios Biolégicos dos Extratos Brutos de [pomoea pes-caprae
Planta (Solvente) S.aureus E.coli

Ipomoea pes-caprae

(Extrato em hexano)

Ipomoea pes-caprae
++ -
(Extrato em acetato de etila)

Ipomoea pes-caprae

(Extrato em metanol)

+ corresponde a 0,5mm de halo de inibigédo

Os testes de atividade bioldgica foram realizados nos extratos obtidos pelos dois
meétodos e observou-se que a resposta foi a mesma em ambos os processos. Com
isso verifica-se que os extratos podem ser obtidos pela extracdo por soxhlet sendo
uma técnica menos dispendiosa, pelo fato de necessitar de uma quantidade bem
menor de solvente e em uma menor fracdo de tempo e também por ter apresentado
um melhor rendimento.

O extrato bruto de Ipomoea pes-caprae em acetato de etila, por apresentar maior
rendimento em relacdo aos extratos hexanico e metandlico e por apresentar
atividade frente ao microorganismo Gram-positivo, Sthaphylococcus aureus, foi

fracionado em coluna cromatogréfica.
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3.5 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO ACIDO p-(1-
TRIDECANIL)OXICINAMICO

Da fracdo IPCEA-23 proveniente da eluicdo do extrato em acetato de etila de
Ipomoea pes-caprae em coluna cromatografica de silica gel com hexano/acetato de
etila a 20% foi isolado um solido branco (23,0 mg), tendo sido recristalizado em
hexano-acetato de etila a 5%, e que foi codificado como IPCEA-23(2) com ponto de
fuséo 74-76°C.

O espectro na regido do infravermelho (FIG.3.5) apresentou um sinal largo em
3369cm™, aparentemente referente ao estiramento de um grupo O-H; e bandas
principais em 2917cm™ e 2848 cm™, referentes respectivamente aos estiramentos
assimétrico e simétrico de CHy; em 1670 cm™ foi encontrada uma das bandas mais
significativas, possivelmente referente ao estiramento de uma carbonila conjugada
que poderia ser de amida ou de &cido carboxilico, em 1601 cm™ apareceu uma
banda que poderia ser a correspondente a deformacéo axial de uma dupla ligagao
carbono-carbono. Outro conjunto de bandas importantes apareceu em 832 cm™ e
720 cm™ que parecem corresponder a deformag&o angular fora do plano de C-H em

anel aromatico para substituido.
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FIG.3.5: I.V. (KBr, cm™) da substancia IPCEA-23(2)
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Os espectros de RMN de 'H (FIG. 3.6) e 'H x 'H — COSY (FIG.3.7, p.40)
indicaram a presenca de um grupamento metila alifatica com sinal em 0,82 ppm (3H,
t, J = 5 Hz). O sinal em 4,20 ppm (t, 2H, J = 6,67 Hz) que integra por dois
hidrogénios pode corresponder a um metileno alifatico ligado a oxigénio. Os dois
dubletos em 6,26 ppm (d, J = 15,95Hz) e 7,62 ppm (d, J =15,96 Hz) podem ser
relativos aos hidrogénios de uma dupla ligacdo 1,2-dissubstituida, que pelo valor de
J = 15,96 Hz parece ser trans. Os dois dubletos em 6,84 ppm (d, J = 8,61Hz) e 7,42
ppm, J = 8,63 Hz) podem ser relativos aos hidrogénios aromaticos em posi¢éo orto e

para de um anel aromético para-dissubstituido.

| V.

FIG.3.6: RMN de 'H (300 MHz, CDCls) da substancia IPCEA-23(2)

A Tabela 3.3 (p.40) mostra os sinais observados no espectro de RMN de 'H
(FIG. 3.6) e as correlacdes observadas no espectro *H x *H — COSY (FIG. 3.7, p.40),

bem como as constantes de acoplamento.
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substancia IPCEA-23(2)

TAB.:3.3: Dados de RMN de 'H e correlacdes observadas no espectro COSY para a

'H (ppm) Multiplicidade J (Hz) COSY (ppm)
0,82 t (3H) 5,00 1,24
1,24 m (2H) - 0,82
1,65 m (2H) - 1,24
4,20 t (2H) 6,67 1,65
6,26 d (1H) 15,95 7,62
6,84 d (2H) 8,61 7,42
7,42 d (1H) 8,63 6,84
7,62 d (2H) 15,96 6,26

I
. iF,
....... I a ﬁﬂ,;:i __
Foan
2 ?
_ o &
........ ;.Il.:; .;} 1‘:‘

i [ppm]

FIG. 3.7: COSY (300 MHz, CDCIs) da substancia IPCEA-23(2)
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Através do espectro COSY (FIG. 3.7, p.40), foi possivel verificar que existe
acoplamentos entre os hidrogénios. Observa-se o acoplamento dos hidrogénios
(dubleto em 6,26 ppm acoplando com dubleto em 7,62 ppm) que podem ser
hidrogénios vinilicos e os hidrogénios (dubleto em 6,84 ppm acoplando com dubleto
em 7,42 ppm) que podem corresponder a hidrogénios aromaticos (FIG. 3.8, 1). Com
a andlise dos acoplamentos afirma-se que existe uma dupla C=C conjugada visto
que soO existe acoplamento entre os hidrogénios vinilicos (FIG. 3.8, 2).

A FIG. 3.8 mostra os acoplamentos sugeridos pela analise do espectro COSY.

(o)

(1) Acoplamento entre os hidrogénios aromaticos

(2) Acoplamento dos hidrogénios vinilicos

FIG. 3.8: Acoplamentos observados através da andlise do espectro COSY

No espectro de RMN de *C (FIG. 3.9, p.43) observa-se a presenca de 22
atomos de carbono. O grupo carbonila de 4cidos carboxilicos estdo na faixa de 150
a 185 ppm, logo o sinal em 168,5 ppm pode ser referente a um carbono carbonilico.
O sinal em 65,02 ppm pode corresponder a um carbono sp® oxigenado. Pelo fato do
anel aromatico ser substituido podemos atribuir os sinais em 115,73 ppm, 116,73
ppm, 127,32 ppm e 158,13 ppm a quatro carbonos arométicos. e os sinais em
144,72 ppm e 130,19 ppm a carbonos sp? ndo aromaticos confirmando assim que

existe uma dupla C=C ndo aromatica.
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A andlise do espectro de RMN de **C com o espectro DEPT (FIG. 3.10, p. 43)

definiu a seguinte multiplicidade para cada um dos carbonos:

C CH CH; CHs

127,32 115,73 22,96 14,39

158,14 116,12 (2 CH) 26,24

168,05 130,19 (2 CH) 28,99

144,72 29,56

29,63

29,70

29,80

29,86

29,92

29,96

32,18

65,02

Cs CeHe C1oHoa CHs

Com base nesses dados pode-se afirmar a formula molecular parcial do

composto: CyyHss.
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FIG. 3.10: DEPT (300 MHz, CDCls) da substancia IPCEA-2
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O espectro HETCOR (FIG. 3.11, permitiu assinalar os carbonos a cada tipo de

hidrogénio. A TAB.3.4 mostra os dados obtidos dos espectros de RMN de *C e
HETCOR.

TAB.3.4: Dados obtidos a partir dos espectros de RMN de **C e HETCOR

RMN de *°C (ppm) RMN de *H (ppm)

144,72 (CH) 7,62
130,19 (CH) 7.42
116,73 (CH) 6,84
115,73 (CH) 6,26
65,00 (CHy) 4,20
14,39 (CHa) 0,82

| I

IEn | /

'a‘ ' 7 6 5 4 3 2 1 0
F1 (ppm)

FIG. 3.11: HETCOR (300 MHz, CDCls) da substéncia IPCEA-23(2)
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Pela andlise do espectro HETCOR foi feita a atribuicdo dos deslocamentos
quimicos dos carbonos apds a posicdo dos atomos de hidrogénios através do
espectro COSY.

Com base nos dados espectrais podemos concluir que a estrutura a ser
elucidada possui 22 carbonos sendo um anel aromético para substituido, um
grupamento vinilico isolado, um carbono sp? oxigenado, trés carbonos quaternarios
e um carbono carbonilico. Sendo assim as informa¢des anteriores acrescidas do
espectro de massas (FIG. 3.12) e as fragmentacdes sugeridas (FIG. 3.13, p.46)
forneceram o embasamento necessario para a proposicéo da estrutura mostrada na
FIG. 3.14, p. 47) de férmula molecular C22H340s3.

\bundance Scan 2121 (32.395 min): AN8656.D

4000
3500 | 147 |
3000 N .
2500 |
2000
1500 |

1000

0 B i 11 W 1 Ll L1 LI a LRI

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
FIG. 3.12: Espectro de Massas da substancia IPCEA-23(2)
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FIG. 3.13: Fragmentagdes sugeridas a partir do espectro de massas da substancia
IPCEA-23(2)
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I N S N

FIG.3.14: Estrutura do &cido p-(1-tridecanil)oxicinAmico

Das 6 insaturacfes existentes na molécula, quatro sdo referentes ao anel
aromético; uma referente a carbonila e outra a ligagdo dupla carbono-carbono néo

aromética presente na molécula.

3.6 ASSINALAMENTO DOS CARBONOS DA SUBSTANCIA ACIDO p-(1-
TRIDECANIL)OXICINAMICO

O assinalamento dos deslocamentos quimicos (ppm) dos carbonos do acido p(1-
tridecanil)oxicinamico (FIG. 3.15). foi feito com base nas correlagbes no espectro

HETCOR.
168,05

OTOH
\

— 144,72
130,19«— #~

127,32 «——
» 116,73

» 115,73
14,39

158,13 O\/\/\/\/\/\/\

65,02

Fig. 3.15: Assinalamento dos carbonos do acido p-(1-tridecanil)oxicindmico
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3.7 METILACAO DO ACIDO p-(1-TRIDECANIL)OXICINAMICO

Com a finalidade de se comprovar que a substancia isolada trata-se de um
acido, o mesmo foi tratado com solugcdo de diazometano em éter até ndo se
observar mais desprendimento de nitrogénio (FIG. 3.16) resultando em um liquido
amarelado que foi codificado como IPCEA-23(2)-Me. Obteve-se o espectro de
infravermelho (FIG. 3.17, p.49) , RMN de 'H (FIG. 3.18, p.49) e RMN de *C (FIG.
3.19, p.50).

No espectro de infravermelho de IPCEA-23(2)-Me (FIG.3.17, p.49) observa-se
uma banda em 1702cm™ referente ao estiramento C=0 de éster o,B-insaturado e
comparando-se com o espectro de IPCEA-23(2) (FIG. 3.5, p.36) observa-se que
houve diminuicdo da banda em 3369cm™, banda referente a hidroxila.

No espectro de RMN de 'H de IPCEA-23(2)-Me (FIG. 3.19, p.50) observa-se um
sinal em 3,8 ppm, singlete, referente a metoxila.

No espectro de RMN de *3C de IPCEA-23(2)-Me (FIG. 3.19, p.50) observa-se
um sinal em 55,59 ppm referente a metoxila, o qual ndo aparece no espectro de
RMN de °C de IPCEA-23(2) (FIG. 3.11, p.43) que comprova que a substancia
IPCEA-23(2) foi metilado. Na FIG. 3.20 (p.50) temos a expanséo da regido de 65
ppm e 55 ppm do espectro de RMN de **C de IPCEA-23(2)-Me.

Com base nestes dados podemos afirmar que a substancia IPCEA-23(2) é um

acido carboxilico confirmando a estrutura proposta.

XK\_E%*

/ )

S

A

FIG. 3.16: Reacédo de metilagdo com diazometano
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FIG. 3.17: L.V. (filme em NaCl) da substancia IPCEA-23(2)-Me
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FIG.3.18: Espectro de'H (300 MHz, CDCls) da substancia IPCEA-23(2)-Me
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FIG. 3.19: Espectro de RMN de'*C (300 MHz, CDCls) da substancia IPCEA-23(2)-Me

iy

FIG. 3.20: Expanséo da regido de 55 ppm a 65 ppm do espectro de *C da
substancia IPCEA-23(2)-Me
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3.8. ANTIBIOGRAMA DO p(1-TRIDECANIL)OXICINAMICO

A substancia isolada, o acido p-(1-tridecanil)oxicindmico, mostrou-se inativo in
vitro contra as bactérias Gram negativas (Escherichia coli) e Gram positivas

(Sthaphylococcus aureus).
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4 CONCLUSOES E SUGESTOES

4.1. CONCLUSOES

O presente trabalho € uma singela contribuig&o, apesar de preliminar e pequena,
para que espécies nativas sejam priorizadas nos estudos de plantas medicinais no
Brasil; para sugerir que as pesquisas com plantas medicinais sejam pensadas
também pelo seu carater social e econémico.

Nos testes bioldgicos realizados nos extratos brutos obtidos através dos dois
métodos de extracdo, percolacdo e soxhlet, pode-se afirmar que a melhor técnica a
ser utilizada na preparacdo dos mesmos é a extracdo por soxhlet por ser uma
técnica menos dispendiosa, pela obtencéo dos extratos brutos em uma menor fracao
de tempo, por apresentar um melhor rendimento e mesma resposta aos ensaios
biol6gicos quando comparada ao método de extracdo por percolagéo.

Foram realizados teste de atividade biologica nos extratos brutos e verificou-se
que o extrato bruto em acetato de etila apresentou atividade contra bactérias Gram
positivas (Staphylococus aureus) e os extratos brutos em hexano e metanol néao
apresentaram atividade bioldgica.

Como contribuicao foi identificado um dos principais metabdlitos secundarios de
Ipomoea pes-caprae, o acido p-(1-tridecanil)oxicinAmico, inédito na literatura e se
mostrou inativo in vitro contra bactérias Gram negativa (Escherichia coli) e Gram

positiva (Staphylococus aureus) no teste de atividade bioldgica.
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4.2 SUGESTOES

Analisar as outras fragbes principalmente as provenientes do extrato bruto em
acetato de etila, o qual apresentou atividade bioldgica, com a finalidade de se chegar
ao composto responséavel por essa atividade.

Sendo o acido isolado, o &cido p-(1-tridecanil)oxicinAmico, inédito na literatura,

sugerimos atribuir ao mesmo o nome de acido ipomeidico.
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