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RESUMO

O género Combretum (Combretaceae) possui aproximadamente 255 espécies, das quais 21
tém registros no Brasil, dentre estas, destaca-se o arbusto Combretum leprosum Mart.
popularmente conhecido como “mufumbo” ou “cipoaba”, comumente encontrado na regido
Nordeste. Esta espécie é amplamente utilizada na medicina popular e algumas das substancias
isoladas tém se mostrado promissoras no desenvolvimento de farmacos. Neste trabalho,
realizamos um estudo por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier por
reflecténcia total atenuada (FTIR-ATR), calculos teoricos de quimica quantica baseados na
teoria do funcional da densidade (DFT) e uma andlise da atividade antimicrobiana e
moduladora do triterpeno 3B, 6B, 16B-trihidroxilup-20 (29) - eno (TTHL) isolado das folhas
de C. leprosum. O espectro de infravermelho foi registrado a temperatura ambiente nas
regides de 600 cm™ a 4000 cm™, adicionalmente, céalculos DFT foram realizados, as
propriedades estruturais e vibracionais foram atribuidas, permitindo identificar pela primeira
vez as principais bandas IR deste produto natural. Os testes microbiologicos foram realizados
por ensaio de microdiluicdo para a determinacdo da concentracédo inibitéria minima (CIM) do
TTHL. Os resultados mostraram evidéncias de que o triterpeno lupano possui acgdo
antibacteriana significativa com CIM 4 pg/mL-* contra a bactéria Staphylococcus aureus. A
atividade antimicrobiana moduladora revelou que este composto pode potencializar o efeito
bactericida dos antibioticos gentamicina e amicacina contra as bactérias multirresistentes S.
aureus 10 e E. coli 06. Portanto, podemos inferir que o TTHL pode ser util para o

desenvolvimento de drogas antibacterianas.

Palavras-Chave: Triterpeno lupano; Espectroscopia de Infravermelho; Teste Antibacteriano.



ABSTRACT

The genus Combretum (Combretaceae) has approximately 255 species, of which 21 have
records in Brazil, among them, stands out the shrub Combretum leprosum Mart. popularly
known as "mufumbo™ or "cipoaba”, commonly found in the Northeast region. The species is
widely used in folk medicine and some of the isolated compounds have shown promise in the
drugs develoment. In this work, we have carried out a study by attenuated total reflectance
Fourier Transform infrared (FTIR-ATR) spectroscopy, theoretical calculations of quantum
chemistry basseted Density Functional Theory (DFT) and an analysis of the antimicrobial
activity and modulatory of the triterpene 3[3,6[,16p-trinydroxylup-20(29)-ene isolated the of
leaves C. leprosum. The infrared spectra was recorded at room temperature in the regions of
600 cm ™ to 4000 cm , in addition, DFT calculations were performed, the structural and
vibrational properties were assigned, allowing to identify for the first time the main IR bands
of this natural product. In antimicrobial activity tests the minimal inhibitory concentration
(MIC) of TTHL was determinated in a microdilution assay. The results showed evidence that
the lupane triterpene has significant antibacterial action with MIC 4 pg/mL-" against strains of
Staphylococcus aureus. The modulatory antimicrobial activity revealed that this compound
may potentiate the bactericidal effect of gentamicin and amikacin antibiotics against
multiresistant strains S. aureus 10 and E. coli 06. Therefore, we can infer that the TTHL can be

useful to the development of antibacterial drugs.

Keywords: Lupane triterpene; Infrared Spectroscopy; Antibacterial Test
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, as
quais podem ser utilizadas para a sintese de inimeros farmacos. O crescente uso de terapias
naturais pela medicina popular tem ocorrido de forma paralela ao progresso cientifico e
tecnoldgico, despertando interesse da comunidade cientifica em estuda-las (SPADACIO et al.,
2010).

A validacdo de novas substancias vegetais atraves da pesquisa € o caminho para que se
possam fazer o correto aproveitamento das plantas medicinais e seus fitoterapicos (TEOFILO,
2012). Substancias naturais tém sido testadas para demonstrar seu potencial antimicrobiano
direto, e também como potencial de serem agentes modificadores da agdo antibidtica
(GIBBONS, 2004; GURIB-FAKIM, 2006).

As estrategias de bioprospeccdo molecular a partir da biodiversidade torna possivel a
descoberta de inUmeras substancias que ndo venham desenvolver resisténcia microbiana,
como também descobrir novas formulas para os mais variados fins (ASTOLFI-FILHO;
SILVA,; BIGI, 2014).

Antes de uma dada substancia comecar a ser explorada pela industria farmacéutica, é
fundamental que esta seja caracterizada para identificar suas principais propriedades
quimicas, fisicas, bioldgicas e, eventualmente, farmacologicas, medicinais, entre outras.
Conhecer as propriedades estruturais e espectroscopicas de uma molécula é de grande
importancia na industria farmacéutica, visto que é possivel, a partir disso: comparar a
estrutura das moléculas, criando um indice de similaridade e correlacionar com a atividade
farmacoldgica; modificar a molécula; ampliar a poténcia e seguranca, garantindo assim, um
melhor perfil farmacocinético e farmacodinamico (RODRIGUES, 2001; SANTOS et al.,
2007; GIL et al., 2008; GUIMARAES, 2011).

Apesar de grandes avancgos cientificos e tecnoldgicos na industria farmacéutica, a
busca por novas substancias ainda se faz necessaria. A resisténcia antimicrobiana tornou-se
um problema de satde publica de grandes propor¢des, afetando todos os paises (ROCA et al.,
2015; SHARLAND et al., 2015). As bactérias apresentam capacidade genética para adquirir e
transmitir resisténcia contra agentes antibacterianos hoje disponiveis (SAKAGAMI, 2002;
ODONKOR, 2011; LEITE, 2014). Além disto, o uso indiscriminado de antibidticos é um
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problema crescente e preocupante que pode aumentar o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia de microrganismos (SHARLAND et al., 2015).

A bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus representa o agente etiolégico mais
comum para infeccbes purulentas (SANTOS et al.,, 2007). Seguida das bactérias Gram-
negativas Escherichia coli que é uma das principais causas de doencas infecciosas humanas,
especialmente do trato urinario e a Pseudomonas aeruginosa responsavel por uma variedade
de infec¢es, principalmente pulmonares (ROWE et al., 2005).

Para 0 combate a disseminacdo de bactérias patogénicas resistentes a antibioticos,
foram utilizadas combinagdes multiplas de drogas com diferentes associacOes antibidticas
testadas in vitro e aplicadas em clinicas; é o caso da combinagdo de penicilina com a
gentamicina (STARLING; BISCOTTO, 2001). Essa combinagdo vem sendo utilizada também
entre antibioticos e produtos naturais de origem vegetal que vdo alterar a acdo dos
antibioticos, seja aumentando a atividade antibidtica ou revertendo a resisténcia (COUTINHO
et al., 2008).

Diversos compostos quimicos de origem sintética ou natural, aléem de apresentarem
atividade antibacteriana direta, elevam a atividade de antibioticos especificos, revertendo a
resisténcia de algumas cepas bacterianas a alguns antibidticos, sendo identificados como
agentes modificadores da acdo antibidtica (MOLNAR et al., 2004; WOLFART et al., 2006).

Dentre a grande diversidade de plantas medicinais destaca-se a espécie Combretum
leprosum Mart. (Combretaceae), popularmente conhecida no Brasil como “mufumbo” ou
“cipoaba”, comumente encontrada na regido Nordeste, entre os estados do Piaui e da Bahia
(LIRA et al., 2002). Estudos etnofarmacoldgicos indicam que esta planta é amplamente
utilizada como agente expectorante (AGRA et al., 2008; LORENZI; MATQOS, 2008; NUNES
et al., 2009), anti-inflamatoria (HORINOUCHI et al., 2013), analgésica e antiulcerogénica
(NASCIMENTO-NETO et al., 2015). Diferentes partes desta planta, como caules, folhas e
flores também séo usadas como agente de cura para prevenir erupcfes cutaneas e para limpar
feridas (NASCIMENTO-NETO et al., 2015).

Os terpendides apresentam grandes propriedades biologicas, com acgdes anti-
inflamatdrias, antibacterianas, fungicidas, antivirais, analgésicas, cardiovasculares e
antitumorais (SUSUNAGA, 1996; OTUKI et al., 2001; PATROCKA, 2003). Estruturas
quimicas baseadas em terpendides também tém sido descritas como moléculas que possuem
atividades antimicrobianas (REN et al., 2005; RAJA et al., 2011). Estudos envolvendo a
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investigacdo da atividade bioldgica de triterpenos isolados de espécies de C. leprosum
mostraram suas valiosas atividades farmacolégicas (FACUNDO et al., 2005; PIETROVSKI
et al., 2006; MEDEIROS et al., 2007; NASCIMENTO-NETO et al., 2015).

Trabalhos realizados com o triterpeno da classe dos lupanos mostraram atividade
antileishmanial (TELES et al., 2011; LIMA et al., 2011; TELES et al., 2015), anti-
inflamatoria (LACOUTH-SILVA et al., 2015; HORINOUCHI et al., 2017) apresentando
citotoxicidade moderada (LACOUTH-SILVA et al., 2015) e testes de LCsy mostraram
atividade antibiofilme contra cepas Gram positivas de Streptococcus mutans e S. mitis,
incluindo seus biofilmes associados (EVARISTO et al., 2014). Devido a sua diversidade, o
estudo desde composto isolado tem despertado grande interesse na tentativa de novas e reais
aplicabilidades.

Apesar desses trabalhos sobre atividades biologicas do triterpeno 3B, 6B, 16p-tri-
hidroxilup-20 (29)-eno (TTHL), trata-se de um terpenoide pouco relatado na literatura. Néo
ha relatos da influéncia deste composto como modulador da atividade de antimicrobianos e
antibioticos, também ndo ha publicacdo com a identificacdo das propriedades vibracionais e
estruturais, utilizando-se espectroscopia. Diante disto, neste trabalho foi realizado um estudo
de espectroscopia infravermelha e avaliacdo da atividade antimicrobiana e moduladora do
TTHL isolado da espécie C. leprosum. Assim, pretende-se contribuir com o desenvolvimento
cientifico, buscando substancias alternativas para a terapéutica contra agentes antimicrobianos

resistentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar as propriedades vibracionais do triterpeno 3p, 6, 16p-tri-hidroxilup-20 (29)-
eno isolado das folhas do Combretum leprosum, utilizando a técnica de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier por reflectancia total atenuada (FTIR-ATR),
calculos tedricos de quimica quantica e verificar sua atividade antibacteriana e potencializadora

frente a diferentes linhagens bacterioldgicas.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar medidas de caracterizagdo por técnica de espectroscopia de infravermelho (IR)
no triterpeno lupano TTHL,;

e Fazer calculos computacionais de quimica quantica, usando a Teoria do Funcional da
Densidade - DFT para otimizacdo da geometria da molécula e obtencdo dos modos

normais de vibracao;

e Comparar as frequéncias experimentais obtidas por espectroscopia IR com aquelas
obtidas pelos calculos computacionais e classificar os modos de vibragdo da molécula

com base na visualizacdo dos estiramentos e deformacdes angulares;

e Verificar a atividade antibacteriana do TTHL frente as bactérias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, determinando a Concentracdo Inibitoria

Minima (CIM) do composto;

e Avaliar o efeito exercido pela substdncia como potencializadora da atividade dos
aminoglicosideos gentamicina e amicacina, frente as linhagens bacterianas

multirresistentes.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas Medicinais e a Contribuicdo da Bioprospeccdo Molecular: A busca por novos

farmacos

Os produtos naturais séo utilizados pela humanidade desde tempos remotos como
importante ferramenta nos procedimentos das terapias naturais (MACHADO; JUNIOR,
2011). Seu uso como recurso terapéutico esta embasado em estudos etnofarmacoldgicos que,
contribuem para a descoberta de principios bioativos podendo ser validados cientificamente e
utilizados como forma alternativa a medicina convencional (OLIVEIRA; MENINI NETO,
2012).

O isolamento, purificagdo e caracterizacdo de compostos bioativos oriundos do
metabolismo secundario, como extratos e constituintes quimicos isolados que possuem
utilizacGes farmacoldgicas, tém impulsionado as pesquisas com plantas medicinais (MACIEL
et al., 2002; NEWMAN; CRAGG, 2012). Os metabolitos secundarios além de apresentarem
diversas aplicacbes, tem grande importancia ecologica para as plantas, principalmente no
desenvolvimento de defesas quimicas, também podem agir em alvos celulares funcionando no
tratamento de doencas humanas (FERREIRA; PINTO, 2010; VERMA; SHUKLA, 2015), o
que configura uma importante fonte de substancias utilizadas na prospeccdo de novos
medicamentos (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Estudos cientificos que testam extratos, 6leos essenciais e substancias isoladas de
diversas plantas tém sido essenciais para conhecer suas propriedades antimicrobianas, e a
capacidade destas substancias organicas de possuirem atividade antibiotica e moduladora
frente a diferentes linhagens multirresistentes, demonstrando um efeito sinérgico ou
antagbnico (ANGELICO, 2011). A associacdo do produto natural com antibi6tico contribui
para diminuir a toxicidade dos medicamentos convencionais, pois a quantidade do farmaco
sera menor ao associd-lo a substancia isolada da planta medicinal, diminuindo assim, a
toxicidade dos antibiéticos (FIGUEREDO et al., 2013).

O processo de exploracdo e desenvolvimento de farmacos é complexo, longo e de alto
custo, estando profundamente conectados as inovacgdes cientificas e tecnologicas (GUIDO et

al., 2008). Diante disto, destacam-se os procedimentos de bioprospeccao e biotecnologia que
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permitem descobrir novas substancias e, destas, desenvolver novos bioprodutos que agregaréo
mais valor a biodiversidade.

A descoberta de novas moléculas fazendo aplicacdo de procedimentos de
bioprospeccédo e biotecnologia tem avangado muito no desenvolvimento de novos farmacos
(ASTOLFI- FILHO; SILVA; BIGI, 2014). O desenvolvimento de novas tecnologias e
métodos de selecdo de principios ativos em moléculas naturais permite que a bioprospec¢édo
seja cada vez mais eficiente e competitiva, quando comparada a processos puramente
sintéticos de criacdo de drogas (PATERSON; ANDERSON, 2005).

A bioprospeccdo consiste na busca e investigagdo de recursos provenientes da fauna e
da flora, a fim de identificar principios ativos para a obtencdo de novos produtos e processos
que sejam Uteis para toda a humanidade. Surge como uma importante ferramenta que permite
0 acesso a novas possibilidades de uso medicinal da natureza (KHAFAGI; DEWEDAR, 2000;
SHELLEY, 2009).

Estratégias de bioprospeccdo molecular a partir da biodiversidade tornam possivel a
descoberta de inimeras substancias que ndo venham provocar resisténcia, como tambem
produzir novas férmulas para os mais variados fins, como: novos farmacos; fitoterapicos e
cosméticos; corantes e aromatizantes naturais; novos procedimentos de controle biolégico de
pragas e doencas; desenvolvimento de novas fontes de alimentacdo; novos biomateriais como
plasticos biodegradaveis, sedas e diferentes tipos de fibras (ASTOLFI-FILHO; SILVA; BIGlI,
2014).

Sendo, assim, o entendimento, isolamento, identificacdo e elucidacdo estrutural dos
principios ativos de uma planta medicinal um passo indispensavel na compreensdo do seu
mecanismo de acdo (HOSTETTMANN et al., 2003; CRAGG; NEWMAN, 2013).

3.2 Consideracgdes sobre o Género Combretum

A familia Combretaceae consiste de 14 géneros, dos quais o maior € 0 género
Combretum possuindo aproximadamente 255 espécies com distribui¢do nas regides tropicais
e subtropicais da Africa, América e Asia (STACE, 2010). Das 29 espécies ocorrentes nas
Américas, 21 tem registros no Brasil (STACE, 2010; MARQUETE, 2012) e nove no Ceara.
Geralmente sdo utilizadas as folhas e raizes, sendo que os frutos sdo evitados por sua aparente
toxicidade em humanos (MCGAW et al., 2001; FYHRQUIST, 2007).
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Trabalhos envolvendo espécies do género Combretum tém evidenciado propriedades
antimicrobianas, citotdxicas e antiproliferativas referentes a seus extratos e também aos
compostos isolados (ANGEH et al., 2007; OJEWOLE, 2008). Estudos realizados por Angeh e
colaboradores (2007) demonstraram que triterpenos isolados do extrato das folhas de C.
imberbe apresentaram forte atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli; atividade anti-inflamatoria ao inibirem a enzima 3a-hidroxiesterdide
desidrogenase e ainda, uma moderada atividade antiproliferativa e citotdxica contra células
das linhagens K-562, L-929 e Hela.

Em meio a diversas espécies desse género destaca-se o C. leprosum Mart.
(Combretaceae), um arbusto ou pequena arvore conhecida popularmente pelos nomes de
“mufumbo” ou “cipoaba” (Figura 1), encontrada nos estados do Norte e Nordeste brasileiros e
também no Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, com grande potencial farmacoldgico
(PIETROVSKI et al., 2006; CHAVES et al., 2007).

FIGURA 1. Folhas da planta Combretum leprosum.

Fonte: LOIOLA, 2014.

Na medicina popular os extratos de diferentes partes dessa espécie como caules, folhas
e flores sdo utilizadas como agente de cura, para prevenir erupgdes cutaneas e para limpar
feridas, fungdo cicatrizante, contengdo de hemorragias (PIETROVSKI et al., 2006;
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NASCIMENTO-NETO et al., 2015), agente expectorante (AGRA et al., 2008; LORENZI;
MATOS, 2008), acdo analgésica (MEDEIROS et al. 2003), propriedades antimicrobiana
(LIMAE et al., 2011; VARISTO et al., 2014), anti-inflamat6ria (HORINOUCHI et al., 2013)
e anti-ulcerogénicas (NUNES et. al., 2009; NASCIMENTO-NETO et al., 2015).

Trabalhos realizados por Facundo e colaboradores (1993; 2005) conseguiram isolar
das folhas e raizes de C. leprosum, o acido arjunolico, acido mélico, acidos graxos, o
triterpeno 3B, 6P, 16B-tri-hidroxilup-20 (29)-eno (TTHL), flavondides glicosilados 3-O-
metilquercetina e quercetina. Analises do extrato etandlico das folhas demonstraram que os
monossacarideos sdo os principais componentes (80%), seguidos dos triterpenos (10%), entre
eles o &cido arjundlico e o TTHL (triterpenos pentaciclicos), além de apresentar 5% de

oligossacarideos e 3% de acidos graxos.

3.3 Classe dos Terpenos

A grande variedade de metabdlitos secundarios, com base na via biossintética, é
classificada em trés grupos principais: terpenos (ou isoprendides), compostos nitrogenados
(alcaldides, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos) e compostos fendlicos
(fenilpropanoides, flavonoides e taninos) (VI1ZZOTTO et al., 2010; FANG et al., 2011).

Os terpenos sdo biossintetizados por seres procariontes e eucariontes, possuem uma
ocorréncia generalizada na natureza e a maioria dos compostos bioativos tem sido encontrada
em plantas superiores (MUFFLER et al., 2011). Sua aplicabilidade, a nivel comercial,
distribui-se por areas diversas como corantes, perfumes, colas, ceras, polimeros, agroquimicos
e farmacos.

Os terpenodides sdo o grupo mais complexo e diversificado dos metabdlitos
secundarios, sendo a diversidade tdo grande que varios compostos ndo tiveram suas atividades
elucidadas (DEWICK, 2009; FELIU, 2011). Estruturalmente constituidos por unidades de
isopreno (CsHsg) que se unem formando cadeias maiores, formam uma familia de compostos
organicos, de estrutura muito diversa (BAKKALI et al., 2008). Podem ser classificados em
monoterpenos (2 unidades isopreno, 10 carbonos), sesquiterpenos (3 unidades, 10 carbonos),
diterpenos (4 unidades, 20 carbonos), triterpenos (6 unidades, 30 carbonos), carotenoides (8
unidades, 40 carbonos) e esteroides, que sdo sintetizados a partir do triterpeno (DEWICK,
2009).
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A forma final do esqueleto carbénico de cada terpeno dependerda da conformagéo
adotada pela cadeia isoprendide, sendo que a sua maioria apresenta forma ciclica com
estruturas mono-, bi-, tri-, tetra- e penta-ciclicas (MUFFLER et al., 2011), obtidas por
ciclizagdes sucessivas.

3.3.1 Atividades Bioldgicas dos Triterpenos

Os triterpenos sdo compostos muito difundidos na natureza, principalmente no reino
vegetal e pertencem a classe dos terpendides, suas moléculas séo constituidas por pelo menos
trinta atomos de carbono (seis unidades isopreno). Na perspectiva da sua atividade biolégica,
considera-se que as estruturas triterpénicas mais importantes sdo aquelas que possuem 0s
esqueletos de carbono do damarano e eufano (triterpenos tetraciclicos) e do oleanano, ursano

e lupano (triterpenos pentaciclicos) (PATRO¢KA, 2003; DZUBAK et al., 2006) (Figura 2).

FIGURA 2. Estruturas moleculares dos triterpenos tetraciclicos e pentaciclicos.
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Os triterpenos podem ser encontrados na forma livre ou de derivados oxigenados,

glicosilados (triterpenos saponinas) e esterificados pela hidroxila. Os triterpenos pentaciclicos
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apresentam varias potencialidades medicinais, com ampla faixa de atividades bioldgicas
incluindo propriedades anti-inflamatoria, antibacterianos, fungicidas, antivirais, analgésicos e
cardiovasculares (SUSUNAGA, 1996; OTUKI et al., 2001; PATROCKA, 2003).

Os triterpenos pentaciclicos, estruturas com trinta atomos de carbono e cinco anéis,
(Figura 2.1) podem ser divididos em trés grandes grupos: oleananos (f-amirin), ursanos (o-
amirin) e lupanos. Os dois primeiros (oleananos e ursanos) apresentam cinco anéis
hexagonais, com uma estereoquimica dos anéis D/E cis, diferenciando-se, entre si, apenas, na
posicdo dos seus grupos metilo: nos oleananos situam-se os dois em C-20, enquanto nos
ursanos um metilo encontra-se, também, em C-20 mas o outro estad em C-19. Os lupanos, por
outro lado, possuem uma estereoquimica trans dos anéis D/E, além de que o quinto anel é
pentagonal (SIMOES et al., 2007).

FIGURA 2.1. Estruturas basicas dos trés grandes grupos de triterpenos pentaciclicos.
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Alguns estudos mostraram que o acido maslinico, um triterpeno pentaciclico natural
tem capacidade anti-cancer em diferentes tipos de células, incluindo melanoma (PARRA et
al., 2011), cancer de figado (LIN et al., 2011) astrocitoma (MARTIN et al., 2007) e cancer de
cblon (REYES et al., 2006). O &cido maslinico possui potente propriedade de diferenciagdo e
antiproliferacdo, induzindo a parada do ciclo celular na fase GO / G1 e apoptose em células de
cancer de colon sem afetar células ndo tumorais (REYES et al., 2006).

O triterpeno 3P, 6B, 16B-tri-hidroxilup-20 (29)-eno (TTHL) foi isolado pela primeira
vez de extratos etandlicos das folhas e raizes de C. leprosum e identificado como um
triterpeno da classe dos lupanos (FACUNDO et al., 1993), mostrado na Figura 3. Estudos
indicam que este composto apresenta efeito antinociceptivo e anti-inflamatério significativo
em um modelo de camundongo de nocicepcdo induzida por glutamato e acido acético, se
apresentando Util para o tratamento de diversas doencas associadas com inflamagéo e dor
(PIETROVSKI et al.,, 2006; LONGHI-BALBINOT et al., 2012). Mostra-se eficaz como
modelo terapéutico para o tratamento de feridas cutaneas, pois melhora a formacédo de novos
vasos sanguineos, estruturando a matriz extracelular e forma de migracdo de queratindcitos,
causando o fechamento efetivo da lesdio (NASCIMENTO-NETO et al., 2015).

FIGURA 3. Estrutura molecular do TTHL.
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Estudos realizados por Viau e colaboradores (2014) demonstram atividade antitumoral

in vitro do TTHL em células humanas MCF-7 (adenocarcinoma da mama), que ao formar
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adutos covalentes com macromoléculas celulares, interrrope potencialmente a funcao celular e
desencadeia a apoptose, podendo ser eficaz na terapia do cancer de mama. Este composto
também foi considerado um agente antimicrobiano através do teste LCso (concentragdo letal
50%), mostrando atividade antibiofilme para cepas Gram positivas de Streptococcus mutans e
S. mitis inibindo sua biomassa e incluindo seus biofilmes associados, 0 mesmo teste nio
apresentou atividade para bactérias Gram negativas Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
oxytoca (EVARISTO et al., 2014). No Trabalho de Lima e colaboradores (2011) utilizando o
método de difusdo em Disco, ndo obtiveram formacdo de halo para P. aeruginosa e Candida
albicans; halo inferior ou igual ao diluente (Etanol, 95%) para P. mirabilis, K. pneumoniae;
halo superior ao diluente para Staphylococcus aureus e Escherichia coli, estes dados revelam
que o triterpeno lupano fornece parcialmente ou ndo acédo antibactericida.

Apesar de alguns estudos realizados com o composto triterpeno lupano (PIETROVSKI
et al., 2006; LIMA et al., 2011; LONGHI-BALBINOT et al., 2012; EVARISTO et al., 2014;
VIAU et al., 2014; NASCIMENTO-NETO et al., 2015), trata-se de um terpendide pouco
relatado na literatura ndo havendo estudos detalhados sobre suas propriedades
espectroscopicas e vibracionais, bem como a avaliagdo da atividade antimicrobiana

moduladora de drogas, além da atividade farmacoldgica.

3.4 Microrganismos e Infeccdes

As doengas infecciosas representam a principal causa de morbimortalidade entre
humanos, com um indice consideravel em paises em desenvolvimento (CARVALHO et al.,
2008). As bactérias que mais provocam mortes no mundo sdo S. aureus meticilina-resistente
(MRSA), S. aureus vancomicina-resistente (VRSA), E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa.
Os processos infecciosos causados por esses microrganismos geralmente estdo associados
com alta letalidade e altos custos de tratamento (ROCHA et al., 2011).

A bactéria Staphylococcus aureus, esférica e do grupo dos cocos Gram-positivos, €é
comumente o agente etioldégico que causa infeccBes purulentas em diversos tecidos e 6rgaos,
podendo provocar desde uma simples infeccdo até infeccdes graves (pneumonia, meningite,
endocardite, miocardite, sindrome do choque toxico, septicemia e outras) (SANTOS et al.,
2007; COUTINHO et al., 2010).
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Escherichia coli possui formato bacilar, é aerdbia e anaerdbia facultativa, pertence ao
grupo de bactérias Gram-negativas e produz enterotoxinas que podem estar envolvidas nas
doencas diarreicas (MURRAY, 2004; MATIAS et al., 2011). Apesar de ser uma bactéria que
esta presente na microbiota normal do trato intraintestinal dos animais (incluindo o homem),
linhagens patogénicas de E. coli tém sido evidenciadas como causa primaria de infec¢fes no
trato urinario, meningite neonatal, e enterites em seres humanos. (SCHNEIDER et al., 2009).

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa e ubiqua ambiental, tem
preferéncia por locais imidos, sendo o trato gastrointestinal sua principal &rea de colonizacdo
(FERREIRA, 2010). Nos seres humanos é responsavel pelas infeccGes cronicas pulmonares
(ROWE et al., 2005), esta entre as principais bactérias causadoras de infeccbes hospitalares
(BONOMO; SZABO, 2006). Estudos indicam que a P. aeruginosa vem tendo reducdo da
susceptibilidade aos antimicrobianos (RAJA, SINGH, 2007), de maior espectro de agdo como
0s carbapenémicos e as cefalosporinas antipseudomonas (NICOLETTI et al., 2006). Vale
salientar que entre as mutacfes que provocam o0 aumento da resisténcia, esta a producdo de

enzimas beta-lactamases e metallo-beta-lactamases (SADER et al., 2005).

3.5 Antimicrobianos Utilizados para o Tratamento de InfeccGes

Os antibidticos de fonte natural e seus derivados semi-sintéticos envolvem a maioria
dos antibioticos em uso clinico e podem ser classificados em B-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos,
macrolideos, peptideos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos), estreptograminas, entre
outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas, entre outros). Os antibidticos de origem
sintética sdo denominados sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas (PATRICK,
2005; PUPO et al., 2006).

Os aminoglicosideos possuem efeito, principalmente, sobre bactérias aerdbias do
grupo bacilos Gram-negativas e sobre bactérias do grupo cocos Gram-positivas. A acdo do
aminoglicosideo ocorre principalmente na inibicdo da sintese proteica em que as moléculas do
antibiotico se ligam a subunidade 30S do ribossomo bacteriano, impedindo a traducdo e
ocasionando a morte celular (KOTRA et al., 2000). Outros efeitos no metabolismo da bactéria
que podem ser considerados como efeitos secundarios do antibiético sdo: danos na membrana

celular (alterando a composicéo e permeabilidade da membrana), alterac&o das concentracgdes
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idnicas celulares e modificagcdes na sintese do DNA e RNA (FOURMY et al., 1996).

Os aminoglicosideos podem ser utilizados como agentes profilaticos e como agente
antimicrobiano para o tratamento de diversas enfermidades. A gentamicina e amicacina séo
utilizadas para o tratamento das mesmas doencgas (meningite, pneumonia e sepse), ja a
neomicina € utilizada em queimaduras, feridas, Ulceras e dermatites (RYBAK;
WHITWORTH, 2005). A gentamicina é escolhida, na maioria das vezes, por causa de seu
baixo custo e por ser eficaz na inibi¢do de bactérias aer6bias Gram negativas (ROUGIER et
al., 2005). Ja4 a amicacina é eficiente, quando aplicada em bactérias que sdo resistentes a
outros aminoglicosideos, pois a sua estrutura quimica € menos suscetivel a inativacdo pelas
enzimas bacterianas (TAVARES, 2001).

Os antibioticos sdo uma classe de medicamento essencial, sem eles haveria diminuicéo
dréstica na expectativa de vida conquistada ao longo de décadas. Porém a eficiéncia dos
antibioticos esta ameagada (SANTOS FILHO et al., 2002; ZANOL et al., 2010; NEVES et
al., 2011), ha um aumento exorbitante de casos, ndo apenas de resisténcia a um farmaco, mas
a muitos deles.

Diante dessa realidade, o uso combinado de multiplas drogas esta sendo considerado
altamente eficiente no combate a disseminacdo de bactérias patogénicas resistentes a
antibioticos. Os compostos que potencializam a atividade de uma droga ou que revertem a
resisténcia ao antibidtico sdo classificados como modificadores da atividade da droga ou
moduladores (COUTINHO et al., 2010; MATIAS et al.,, 2011). Quando esses produtos
naturais tém sua acdo de forma positiva potencializando a atividade do antibidtico,
desencadeia um efeito considerado sinérgico. Ja o efeito antagénico ocorre quando ha uma
diminuicdo ou inativacdo da acdo dos antibidticos frente ao produto natural (CANTON,
ONOFRE, 2010).

3.6 Resisténcia Microbiana

O uso indiscriminado de antibioticos provoca, além da selecdo de cepas de bactérias
resistentes, maior incidéncia de efeitos colaterais (SANTOS, 2004). Esse acontecimento tem
levado mais rapidamente pacientes hospitalizados a 6bito, além de elevar significativamente
0s custos com relacdo ao tratamento da infeccdo (COUTINHO et al., 2009; MATIAS et al.,
2010).
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Os mecanismos de resisténcia adquiridos pelas bactérias podem ser intrinsecos ou
adquiridos por transmissdo de material genético ou mutacdo. A resisténcia natural € uma
particularidade intrinseca de um microrganismo, que acontece sem uma exposi¢do anterior ao
antibiotico. J& a resisténcia adquirida com uso de antibidticos é observada principalmente
através de quatro mecanismos: a alteracdo da permeabilidade, a alteracdo do local de acéo, a
bomba de efluxo e 0 mecanismo enzimatico que altera a estrutura quimica do antibidtico
(BONOMO, et al.; 2006).

No Brasil, a Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 44/2010, que controla a
venda de antibi6ticos, tende a contribuir tanto para a diminuicdo do consumo irracional desses
medicamentos quanto para a reducgdo da resisténcia bacteriana (BRITO; CORDEIRO, 2012).
As infecgdes provocam 25% das mortes no mundo e 45% nos paises menos desenvolvidos, o
que, em parte, deve estar refletindo a inadequacao das prescricdes de antibidticos (NICOLINI
et al., 2013).

Existem avangos empolgantes nos estudos da relagdo funcdo-estrutura para a maioria
das moleculas bacterianas que possuem papel de relevante importéncia na doenca infecciosa.
A reunido de técnicas moleculares, mutagénese, analise de epitopos e cristalografia por Raios
X tem dado oportunidade de novas abordagens sobre a atribuicdo de certas moléculas na
viruléncia (GOMES, 2013).

Varios compostos quimicos, sintéticos ou semi-sintéticos e produtos naturais, estao
sendo estudados por causa de suas propriedades antimicrobianas. A utilizacdo de extratos de
plantas e fitoquimicos com propriedades antifungicas e antibacterianas tem apresentado
grande importancia para o tratamento terapéutico (FONTENELLE et al., 2007; MATIAS et
al., 2011; MORAIS-BRAGA et al., 2013).

3.7 Espectroscopia Molecular

A espectroscopia é responsavel por estudar a interacdo da radiacdo eletromagnética
com a matéria, tendo como objetivo determinar a configuracdo dos diferentes niveis de
energia (eletronica, vibracional e rotacional) de &tomos ou moléculas. Trata-se de uma técnica
avaliativa altamente qualificada, permite obter informac6es sobre a estrutura molecular e
condicdes de interacbes das ligacbes de hidrogénio presentes nos cristais de aminoacidos
(TEIXEIRA et al., 2000).



31

A regido espectral onde as transicbes moleculares sdo observadas depende do tipo de
niveis envolvidos, podemos considerar que a energia de uma molécula é formada por
componentes distintos associados com: o movimento dos elétrons na molécula, com as
vibracdes dos atomos constituintes e com as rotagdes da molécula como um todo (SALA,
2008).

Pode ser representado pela equacgéo 1:

Etotal = EEletronica + Evibracional + ERotacional @

Nas transicdes eletrnicas praticamente ndo hd mudanca da posicdo dos nucleos da
molécula, este tipo de transicdo é caracterizado pela passagem de um elétron de um estado de
menor energia para um de maior energia, apos a absorcdo da radiacdo. Nos outros tipos de
transicdes ocorre a mudanca da posicéo relativa dos atomos na molécula, nas vibracionais 0s
nucleos dos &tomos mudam de posi¢do constantemente devido a mudancas nas distancias de
ligacdo ou nos angulos de ligacdo; nas rotacionais os atomos da molécula mudam de posi¢édo
devido a rotacdes sobre eixos definidos (centro de gravidade) e nas translacionais ocorre
devido a movimentos de translagdo da molécula como um todo (OLIVEIRA, 2001).

Dentre as varias técnicas espectroscopicas utilizadas, destacam-se a espectroscopia na
regido do Infravermelho (IR), espalhamento Raman, Ultravioleta—Visivel (UV-VIS),
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas (EM) como os principais
recursos para identificacdo e elucidacdo estrutural de substancias organicas. Estas sdo
importantes para determinacdo da pureza e quantificacdo de substancias organicas, como no
controle e acompanhamento de reacGes e processos de separacdo. A espectroscopia na regido
do infravermelho tem sido também, amplamente utilizada em linhas de producéo, no controle
de processos industriais (LOPES; FASCIO, 2004).

O resumo das regides do espectro eletromagnético e dos tipos de interacdes e
transicdes energeéticas observadas em cada faixa espectral € mostrada a seguir no Quadro 1.
Muitas das regides, incluindo o infravermelho, fornecem informac@es fundamentais sobre as

estruturas de moléculas (organicas ou inorganicas).
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QUADRO 1. Transigao de energia em cada regido do espectro eletromagnético.

Regido do Espectro TransicGes de Energia
Raios X Quebra de ligactes
Ultravioleta/Visivel Eletrbnica/ Vibracional
Infravermelha Vibracional
Micro-ondas Rotacional
Ondas de Radio/RMN Spin eletrénico/ Spin nuclear

Fonte: PAVIA et al., 2010.

A interacdo da radiacdo eletromagnética com o movimento vibracional dos nucleos
originam 0s espectros vibracionais no Infravermelho e no Raman, uma técnica analitica
rapida, seletiva, sensivel, de simples operacdo e baixo custo. Apresenta elevada velocidade
analitica, possibilidades de uso em sistemas de controle on-line e constitui um método ndo
destrutivo e ndo poluente, podendo ser utilizada em rotinas de analises quimicas (RIBEIRO,
2012).

Os efeitos fisicos envolvidos nas duas técnicas sdo distintos, assim 0s modos
vibracionais ativos também serdo diferentes, alguns modos normais da molécula podem
aparecer somente no Infravermelho ou somente no Raman. Portanto, estas tecnicas séo
consideradas complementares e para obter uma analise completa da estrutura vibracional de
um sistema quimico pode ser necessario avaliar os dois espectros (OLIVEIRA, 2001;
SKOOG et al., 2002).

3.8 Vibracdes Moleculares

Sob influéncia da radiacdo eletromagnética, os atomos podem movimentar-se nas trés
direcbes dos eixos cartesianos (X, y e z). A quantidade e a qualidade de movimentos
efetuados pelos atomos que compdem a molécula sdo definidas, como graus de liberdade.
Uma molécula com N atomos pode movimentar-se em trés direcdes, o que implica em 3N
modos distintos de movimentos, associados aos trés tipos possiveis de transi¢cdes. Os
movimentos vibracionais sdo calculados pelo total de graus de liberdade (3N), menos a

quantidade de movimentos translacionais e rotacionais presentes na molécula.
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Quando uma molécula é linear os dtomos estdo dispostos sobre um dos eixos do
sistema de coordenadas, havendo trés (3) modos translacionais e apenas dois (2) movimentos
rotacionais, pois ndo pode haver rotacao sobre o0 eixo em que a molécula esta definida, assim,
uma molécula linear terd 3N — 5 vibragcdes moleculares. Tratando-se de uma molécula néo
linear, ocorrerdo todos os modos vibracionais, trés (3) modos translacionais e (3) movimentos
rotacionais, portanto, o nimero de modos vibracionais é definido por 3N — 6 (SKOOG et al.,
2002).

As vibracdes moleculares podem ser classificadas de duas maneiras: vibracdo de
deformacdo axial ou estiramento (stretching) e vibracdo de deformacdo angular ou
dobramento (bending). As vibracGes de estiramento sdo caracterizadas por uma variacéo
continua entre a distancia interatbmica ao longo do eixo da ligacdo e dois atomos, ja as
deformacgdes angulares séo caracterizadas pela variacdo do angulo entre duas ligacdes
(SKOOG et al., 2002; PAVIA, 2010). A representacdo das vibracdes moleculares € mostrada
na Figura 4.

FIGURA 4. Tipos de Vibracdes Moleculares. A - vibracdes de estiramento (Al — estiramento simétrico, A2 —

estiramento assimétrico); B - vibracdes de deformacdo angular (B1 - scissoring/tesoura, B2 - rocking/balanco,
B3 - wagging/sacudida, B4 - twisting/tor¢éo).

Al A2
A - Vibragoes de estiramento \ / /
Simétrico Assimétrico
symmetricstretch asymmetric stretch
Bl B2
Balangono plano Tesourano plano
) ~ rocking scissoring
B - Vibragbesde
deformacdo angular + + + -
& g B3 B4

Sacudidaforadoplano Tor¢doforado plano
wagaging twisting

Nota: (+) indica movimento para fora da pagina e (-) indica movimento para dentro da pagina.
Fonte: adaptado de SKOOG et al. 2002; PAVIA et al. 2010.
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Os estiramentos s&o classificados em: simétricos (vs) e assimétricos (vas); as vibragdes
de deformac&o angular podem ser de quatro tipos: simétrica no plano (rocking - r, balanco ou
oscilacdo), assimétrica no plano (scissoring - sc, tesoura), simétrica fora do plano (wagging -

wag, sacudida em fase) e assimétrica fora do plano (twisting - t, tor¢cdo fora de fase).
3.9 Aproximagao Harmonica: Vibracbes em Moléculas Diatémicas

O modelo do oscilador harménico é uma aproximacdo muito utilizada para
compreender a ciéncia da espectroscopia vibracional (LARKIN, 2011). O modelo mais
simples para o estudo das vibraces de uma molécula é o de massas pontuais m; € m;
(correspondentes aos nucleos atdmicos) conectadas por uma mola de massa desprezivel

(correspondendo a ligacdo atémica).

A frequéncia vibracional classica de uma molécula diatbmica € mostrada na equacao 2:

N @

Onde p € a massa reduzida do sistema, dada por:

mima:

H= mi+ me
Dependendo da frequéncia os atomos se deslocam em diregdes opostas e com
amplitudes inversamente proporcionais a suas massas (Ai/A; = -my/my), executando
movimento vibracional. Esta expressdo foi derivada a partir da Lei de Hooke para sistema
massa-mola em vibracdo. A constante de forca k (dada em dinas/cm) varia de uma ligacéo
para outra (SALA, 2008). O Quadro 2 apresenta valores aproximados das constantes de forca

k para cada tipo de ligacéo.
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QUADRO 2. Constantes de forca aproximadas para os diferentes tipos de ligagdes moleculares.

Tipos de Ligagdo k (milidinas/ Angstrom)
Simples 3-6
Dupla 10-12
Tripla 15-18

Fonte: SALA, 2008.

As ligacbes mais fortes apresentam constante de forca k maior e vibram em
frequéncias mais altas do que ligag6es mais fracas envolvendo as mesmas massas. As ligacoes
entre &tomos de massas maiores (massas reduzidas menores) vibram em frequéncias mais
baixas do que ligagGes entre atomos mais leves envolvendo o mesmo tipo de ligagéo (PAVIA
et al., 2010).

3.10 Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho evidencia modos vibracionais caracteristicos da
presenca de varios grupos funcionais na estrutura organica atraves da interacdo das moléculas

com a radiacdo eletromagnética em um processo de vibragcdo molecular.

3.10.1 Processo de Absorcdo no Infravermelho

A radiacdo infravermelha corresponde a parte do espectro eletromagnético entre as
regibes do visivel e das micro-ondas (BRUICE, 2006). Como a radiacdo infravermelha néo
dispde de energia suficiente para produzir transi¢oes eletrénicas, para uma molécula absorver
este tipo de radiacdo, ela deve sofrer uma variacdo no seu momento de dipolo durante o
movimento rotacional ou vibracional. Somente sob estas circunstancias o campo elétrico
alternado da radiacdo pode interagir com a molécula e causar variagdes no momento de dipolo
(SKOOG et al., 2009).

O momento de dipolo é determinado pela magnitude da diferenca de carga e pela
distancia entre dois centros de carga. Somente nestas circunstancias o campo elétrico
alternado da radiacdo pode interagir com a molécula e causar variacGes na amplitude de um

de seus movimentos. Para moléculas diatdmicas homonucleares, tais como O,, N, ou Cl,
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nenhuma variacdo efetiva no momento de dipolo é observada durante a vibracdo ou rotacéo,
impedindo que estas moléculas absorvam radiacdo no infravermelho (SKOOG et al., 2002;
HOLLER et al., 2009).
O numero teorico de vibracbes fundamentais esperados para uma molécula linear (3N
—5) ou ndo linear (3N — 6), nem sempre corresponde a quantidade de bandas observadas no
espectro, pois alguns modos terdo momento de dipolo, ou sua variagdo, igual a zero
(OLIVEIRA, 2001). Segundo Skoog e colaboradores (2002) existem quatro fatores que
ocasionam uma visualizacdo experimental de um nimero menor de bandas (modos normais
de vibragéo) do que o teoricamente esperado:
e A simetria da molécula é muito alta que ndo ocorre variacdo no dipolo a partir de uma
vibracéo particular;
e As energias de duas ou mais vibragfes s&o idénticas ou semelhantes
(degenerescéncia);
e A intensidade de absorcéo é tdo baixa que néo é detectada pelo espectrometro;
e A energia vibracional estd em uma regido de comprimento de onda além da faixa do

instrumento.

Absorcdes de fotons no Infravermelho (IR) correspondem a alteracdes de energia da
ordem de 8 a 40 kJ/mol (PAVIA et al., 2010). Sua regido espectral abrange uma radiacéo
com ndmero de onda de 12.800 a 10 cm™, ou com comprimentos de onda de 780 a 1,0x10°
nm, comumente dividida de acordo com as aplicacGes de instrumentacdo em trés regides:
radiacdo no Infravermelho proximo, médio e distante (SKOOG et al.,, 2002; LIMA,
BAKKER, 2011). A radiacdo para cada regido espectral de classificacdo do IR esta descritas

no Quadro 3.

QUADRO 3. Regides espectrais do Infravermelho.

Regido Espectral Ndmero de Onda Comprimento Frequéncia (Hz)
(cm™) de Onda (nm)
Proximo (NIR) 12.800 - 4.000 780 - 2.500 3,8x10™ - 1,2x10™
Médio (MID) 4.000 - 200 2.500 - 50.000 1,2x1014 - 6,0x10™
Distante (FAR) 200 - 10 50.000 - 1.000.000 6,0x10" - 3,0x10™

Fonte: SKOOG et al., 2002.
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O numero de onda é uma grandeza fisica inversamente proporcional ao comprimento
de onda. Em se tratando de radiagdo eletromagnética, o nimero de onda é proporcional a
frequéncia e a energia do foton, ou seja, um nimero de onda maior corresponde a maior
energia. Por esse motivo, os nimeros de onda sdo usados como unidade de energia na
espectroscopia. No Sistema Internacional de Unidades, o nimero de onda é dado em cm™
(PAVIA et al., 2010).

Pardmetros como o comprimento de onda (1), a frequéncia (v) e o nimero de onda (v)

s&0 essenciais em espectroscopia vibracional e relacionam-se pela equagéo 3:

- _1_ v

YTI T ey @

Onde c representa a velocidade da luz e n o indice de refracdo do meio (LARKIN, 2011).
Considerando o carater corpuscular da radiacdo e o processo de quantizacdo, ondas

eletromagnéticas sdo compostas por fotons com energia dada por:
E = hv=hcv,
Onde h ¢ a constante de Plank.

A radiacdo na faixa de frequéncias do infravermelho médio (4000 cm™ a 200 cm™)
compreende uma faixa de energia que engloba frequéncias vibracionais de estiramento e
dobramento das ligacbes, na maioria dos compostos mais covalentes. Esta faixa pode ser
subdividida em duas regides, a regido de estiramento de 3600 a 1200 cm™, correspondente a
bandas de absorcdo da maioria dos grupos funcionais e a regido de impressdao digital
(fingerprint region) de 1200 a 600 cm™, que é caracteristica de cada substancia apresentando
um espectro caracteristico que na espectroscopia IR pode ser de transmitancia ou absorbancia
(SKOOG et al., 2002).

Na espectroscopia, transmitancia é a fracdo da luz incidente com um comprimento de
onda especifico (), que atravessa uma amostra de matéria, consiste na passagem inalterada de
radiacdo pela matéria. E um fendmeno relacionado diretamente a absorbancia, pois Quando a

absorbéancia de uma solucdo aumenta, a transmitancia diminui. Absorbancia é definida como:

A= logio (I_Io),
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Onde | ¢ intensidade da luz com um comprimento de onda especifico que passa por uma
amostra (intensidade da luz transmitida) e |, intensidade da luz antes que entre na amostra
(intensidade da luz incidente) (VOET et al., 2014).

Cada molécula possui suas proprias frequéncias naturais de vibragdo, quando ocorre a
ressonancia entre a frequéncia da radiacdo infravermelha incidente e as frequéncias naturais
de vibracdo do material, as moléculas absorvem ondas eletromagnéticas e geram um espectro
de absorcdo caracteristico (LEITE; PRADO, 2012).

Mesmo que as frequéncias absorvidas sejam exatamente as mesmas, quando
comparamos dois espectros vibracionais, jamais os padrfes de absor¢do de duas moléculas
diferentes serdo idénticos. Assim, o espectro IR pode servir para moléculas da mesma forma
que impressoes digitais servem para seres humanos. Porém, se 0s espectros coincidirem pico a
pico (absorcao a absorcao), na maioria das vezes as duas substancias serdo idénticas (PAVIA
et al., 2010).

As absorcdes de cada tipo de ligacdo (também chamados de grupos funcionais) séo,
em geral, encontradas em certas regides do infravermelho vibracional (LARKIN, 2011). O
Quadro 4 ilustra esquematicamente como as ligacdes estdo distribuidas no infravermelho

vibracional.

QUADRO 4. Regides aproximadas de absor¢do que sdo comuns a varios tipos de ligaces.

Tipos de Vibragdes Regido do IR (cm™)
Estiramento C - H 2800-3300
Estiramento O - H 3100-3800

EstiramentoC=C,C =N 2100-2500

Estiramento C =0 1600-1800

Estiramento C=C 1600-1700
Deformacéo angular C - H 1300-1500, 500-900
Deformacéo angular O - H 1200-1600

Estiramento C - O 900-1300

Estiramento C - C 800-1150

Fonte: LARKIN, 2011.
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Uma pequena faixa de absorcdo pode ser definida para cada tipo de ligagéo, visto que,
as vibragdes desses grupos funcionais sdo, em geral, independentes do resto da molécula. Fora
dessa faixa as absor¢des acontecem decorrentes de algum outro tipo de ligacao.

3.10.2 Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A técnica de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR: Fourier Transform
Infrared) permite a aquisicdo de centenas de espectros de infravermelho em apenas alguns
minutos. Os espectros isolados s&o combinados no computador, originando um espectro no
qual os ruidos de fundo do equipamento podem ser bastante reduzidos, produzindo, portanto,
um espectro limpo.

Os instrumentos interferométricos no Infravermelho com Transformada de Fourier séo
também caracterizados por resolugdes maiores (<0,1 cm™), determinacdes de frequéncias
altamente exatas e reprodutiveis, fornecem um transporte de energia muito maior (uma ou
duas ordens de magnitude) que os instrumentos dispersivos (SKOOG et al., 2009). Esse
instrumento emprega o interferdmetro de Michelson de dois feixes e explora o processo
matematico da Transformada de Fourier.

No FT-IR a radiacdo emitida pela fonte depois de colimada por um espelho, é
introduzida em um interferometro e separada em dois feixes pelo divisor de feixes. Um dos
feixes percorre uma distancia fixa e o outro, uma distancia variavel (espelho mdvel). No
divisor de feixe, os dois raios sdo combinados opticamente, podendo gerar uma interferéncia
construtiva (se estiverem em fase) ou destrutiva (se estiverem fora de fase), gerando um
interferograma. Quando este feixe combinado de luz atravessa a amostra, € absorvido
seletivamente e, dependendo das absorcGes apresentadas pela amostra, gera um novo
interferograma. Este interferograma é tratado por meio de um processo matematico,
denominado Transformada de Fourier, originando um espectro no infravermelho que pode ser
tanto de transmitancia quanto de absorbancia (WARTEWIG et al., 2005).

3.11 Reflectancia Total Atenuada (ATR)

Uma das maiores vantagens da espectroscopia de Infravermelho do tipo Reflectancia

Total Atenuada com Transformada de Fourier (FTIR-ATR: Fourier Transform Infrared



40

Attenuated Total Reflectance) é ser um método ndo destrutivo que requer um minimo preparo
da amostra, facilitando e agilizando a obtencdo dos espectros. Esse método também é
escolhido quando a amostra possui limitagdes na manipulagdo, pois abrange uma ampla
variedade de tipos de amostra. Podem-se analisar substancias que sdo pouco sollveis, linhas,
fios, tecidos, pos, pastas, filmes de polimeros e fibras, alimentos, borrachas, adesivos entre
outros, pressionando-se a amostra contra um cristal denso. Solu¢des aquosas também podem
ser analisadas, desde que o cristal utilizado no equipamento ndo seja solivel em &gua
(SKOOG et al., 2002; HOLLER et al., 2009).

A técnica de FTIR-ATR em espectroscopia é caracterizada pela reflexdo que ocorre
quando um feixe de radiagdo passa de um meio mais denso para um meio menos denso.
Embora ocorra completa reflexdo interna na interface cristal/amostra, a radiacdo penetra uma
pequena distancia dentro da amostra. Esta penetragdo chama-se onda evanescente. A amostra
interage com a onda evanescente, resultando na absorcdo da radiacdo pela amostra, que
corresponde ao espectro de transmissdo dessa mesma amostra, conforme representacao
esquematica mostrada na Figura 5 (WARTEWIG et al., 2005; HOLLER et al., 2009).

FIGURA 5. Reflectancia Total Atenuada (ATR).

Amostra
1,

Cristal

R S

Fonte: WARTEWIG et al., 2005.

A obtencéo do espectro depende de diversos parametros, incluindo angulo de incidéncia
da radiacdo na amostra, comprimento de onda da radiacdo, indices de refracdo da amostra e

do cristal do equipamento (cristais de ZnSe, BaF,, CaF,, KBr, KCI). A profundidade da
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penetracdo efetiva (dp) depende do comprimento de onda do feixe, dos indices de refracdo do
cristal e da amostra, e do angulo do feixe (WARTEWIG et al., 2005).

3.12 Célculos Computacionais de Primeiros Principios

O método de calculos de primeiros principios (ab initio) é um dos mais utilizados
para fazer a identificacdo dos modos normais de vibracdo, descrevendo a natureza quéantica
dos elétrons. Para efetuar estes calculos € necessario saber apenas 0s nimeros atdmicos e as
posi¢cdes dos atomos dentro do sistema.

Os célculos de mecanica quantica ndo sdo exatos, pois sdo feitas algumas
aproximacdes baseadas em dados empiricos (CARVALHO et al., 2003). Na mecéanica
guantica emprega-se a equacdo de Schrddinger para calcular as propriedades fisicas de
atomos e moléculas, a partir das interacdes entre os seus elétrons e nucleos (BARREIRO et
al., 1997).

Uma aproximacéo utilizada para solucionar a equacdo de Schrodinger é a de Born-
Oppenheimer. Nesta aproximacdo o movimento dos elétrons é considerado mais rapido e
independente do nucleo, uma vez que os elétrons giram em torno do nacleo, é possivel
descrever o movimento eletronico separado do movimento nuclear. A superficie de Born-
Oppenheimer, conhecida como superficie de energia potencial, & caracterizada como
multidimensional e descreve a energia de uma molécula em termos das posi¢Ges nucleares
(TOSTES, 1998; COELHO et al., 1999; CARVALHO et al., 2003).

Os calculos ab initio fornecem a partir da solu¢do da equacéo de Schrédinger (sob
determinadas considerac@es), dos valores das constantes fundamentais, e do nimero atdmico,
varios resultados sobre o estado molecular, tais como: determinacdo da estrutura eletronica,
otimizacdo geométrica, superficies de energia potencial, dados de frequéncia vibracional,

entre outros.
3.12.1 Teoria do Funcional de Densidade (DFT)
A Teoria do Funcional de Densidade (DFT - Density Functional Theory) foi

desenvolvida nos anos 1960, por Walter Kohn, Pierre Hohemberg e Lu Sham
(HOHENBERG; KOHN, 1964; KOHN; SHAM, 1965). Este método ¢ bastante Gtil no estudo
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de uma ampla variedade de materiais, tais como moléculas grandes, descrevendo-se
realisticamente sistemas organicos, inorganicos, metélicos e semicondutores (MORGON;
CUSTODIO, 1995). Atraves da técnica DFT podem-se analisar as ligacfes quimicas, calcular
parametros geométricos e energia de ionizacgdo, afinidades eletrénicas, modos normais de
vibragdo, a polarizabilidade e espectros de absorgdo e emissdo de uma variedade de sistemas
moleculares.

O método DFT tornou-se 0 método de célculos tedricos de quimica quantica mais
usado nos ultimos anos. Ele surgiu como uma alternativa para os métodos tradicionais (ab
initio e semi-empiricos) no estudo de propriedades do estado fundamental de sistemas
moleculares. Walter Kohn, Pierre Hohemberg e Lu Sham (HOHENBERG; KOHN, 1964;
KOHN; SHAM, 1965) reformularam a mecénica quantica, baseada na funcdo de onda
quantica de um sistema e apresentaram o modelo da densidade eletronica, baseado na equacéo

de Kohn-Sham, equacéo 4.

Vks[p](rﬁ)z Vext (rﬁ)+ VHartree[p] (7”_))"' ch[P](Tﬁ) )
Onde:
vis[p](r”) = potencial de Kohn-Sham vext (r”) = potencial externo
vhartree[p](r”7) = potencial de Hartree vxelpl(r”) = potencial de troca e correlacdo

A metodologia DFT simplifica a resolucdo da equacédo de Schrddinger para sistemas
complexos com uma precisdo notavel. Este método é empregado em programas de
computador como Gaussian, Gamess, Vasp, Abinit e Pwscf. Sendo que, o programa Gaussian
é 0 mais utilizado para realizar estes calculos computacionais (MARQUES; BOTT]I, 2006).

O funcional de troca-correlacdo B3LYP é o mais utilizado no método DFT. Este é
um funcional hibrido que utiliza trés parametros empiricos para compor o funcional (B3), no
qual esta incluso o funcional de correlacdo desenvolvido por Lee, Yang e Parr (LEE; YANG,;
PARR, 1988; PARR; YANG, 1989; BECKE, 1993; MARQUES; BOTTI, 2006).

Através das funcBes de base sdo construidos os orbitais moleculares e feita a
predicdo da energia de ligacdo na molécula, para simplificar a matematica usada no algoritmo
do programa, sdo utilizadas funcdes Gaussianas. A notacdo da base 6-31G, representada por
cada orbital interno, € uma combinacdo de seis Gaussianas primitivas, com expansdo ou

contracdo dos orbitais atdmicos, sem polarizacdo e por uma combinacdo de 3 + 1 orbitais
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atdbmicos de valéncia. As fungfes de polarizagdo sdo fundamentais para a correcdo dos
angulos de ligacéo, as quais sdo descritas por uma letra entre parénteses ou por asteriscos. Por
exemplo: 6-31G (d, p) ou 6-31G**, indica 0 uso da base 6-31G, com a incluséo de funcdes do
tipo (p) no hidrogénio e funcbes do tipo (d) nos demais atomos (GUIMARAES, 2011;
ZHAO; TRUHLAR, 2008).

4 MATERIAL E METODOS

A coleta da planta Combretum leprosum, bem como a extracdo e isolamento do
triterpeno 3B,6p,16p-tri-hidroxilup-20(29)-eno (TTHL) foram realizados pelo Prof. Dr. Hélcio
Silva dos Santos, da Universidade Estadual Vale do Acarad (UVA), em Sobral-CE, Brasil. A
determinagcdo da estrutura molecular foi elucidada pelo Prof. Raimundo Braz-Filho da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro- UENF, utilizando Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN *H e *3C), espectrometria de massa e comparacio com os dados do

Banco de Dados Estrutural de Cambridge (Cambridge Structural Database - CSD).

4.1 Material Vegetal

Amostras das folhas frescas de C. leprosum foram coletadas em agosto de 2013 em
Salgado dos Machados, Sobral, Ceard, Brasil (3° 46'00.1 S 40° 20'08.0" W). O material
botanico foi devidamente identificado pelo Dr. Elnatan Bezerra de Souza (taxonomista de
plantas da Universidade Estadual do Vale do Acarau), cuja exsicata sob numero #4573,
encontra-se depositada no Herbario Francisco José de Abreu Mattos da Universidade Estadual
do Vale do Acarau (Sobral, Brasil).

4.2 Obtencdo do Espectro ATR-IR
A caracterizacdo do composto TTHL, utilizando a técnica de espectroscopia no

infravermelho, foi realizada no Laboratério de SimulacGes e Espectroscopia Molecular
(LaSEMol) da Universidade Regional do Cariri (URCA), Crato-CE, Brasil.
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O espectro de absorbancia por ATR-IR foi registrado a temperatura ambiente em um
espectrdmetro Cary 660 FT-IR, com uma resolucdo espectral de 4 cm™ e realizando 64
varreduras na faixa de nimero de onda de 4000 a 600 cm™.

4.2.1 Analise do Espectro de Absorbéancia IR

A andlise vibracional do espectro de absorbancia de ATR-IR do triterpeno lupano foi
feita usando célculos computacionais de primeiroa principios, realizado pelo método da
teoria do funcional de densidade (DFT) no pacote de programas Gaussian 09 (FRISCH et al.,
2009). A estrutura do TTHL utilizada como arquivo de entrada para o Gaussian foi
desenhada no programa a partir dos dados obtidos de Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN).
Para a realizagdo dos célculos computacionais, utilizou-se um hibrido B3LYP (funcional de
correlacdo Lee-Yang-Parr) e o conjunto com a série de base 6-31 G (d, p) (LEE et al., 1988;
PARR; YANG, 1989; BECKE et al., 1993).

Apos a realizacdo dos calculos no Gaussian, é gerado um arquivo de saida que contem
a estrutura otimizada e as frequéncias vibracionais da molécula TTHL. Os parametros
geométricos foram verificados com o programa Chemcraft 1.6 que permite analisar 0s
comprimentos, angulos e diedros das ligacdes entre os atomos, e as atribuicdes dos tipos de
modos vibracionais.

Os numeros de onda obtidos teoricamente (calculados pelo método DFT) foram
ajustados as bandas experimentais de FT-Raman por um fator de escala (A) apropriado, obtido
por meio do procedimento de ajuste dos minimos quadrados, que consiste em minimizar 0s
residuos de acordo com a equacdo 5 (SCOTT; RADOM, 1996):

-

L N [ mgnﬂ:_ ﬂp) (5)
A=V -@)

P .o, , _ tedrico ,
Onde i s&o os i-ésimos nimeros de onda (em cm™), sendo  “i 0 numero de onda

calculado, w:®

1

0 experimental e 0 N corresponde ao numero de modos vibracionais que
possui correspondéncia entre os nimeros de onda calculados e 0s experimentais.
Apos o0 ajuste entre os numeros de onda calculados e os experimentais, realiza-se o

calculo dos residuos minimizados para cada modo de acordo com a equacéo 6.
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A =0 - (6)

Em seguida calcula-se o erro quadratico total (rms) que é obtido pela equacdo 7.

I
> A ™

IMS, = \' N

O célculo do erro é feito pelo reajuste da combinacdo dos nimeros de onda calculados
e experimentais, repetidamente, até que o erro seja minimo. Apos a obtencdo do fator de
escala correspondente ao menor erro, ¢ feita a classificacdo das vibracbes moleculares e da
intensidade quanto a forca das bandas Infravermelho.

Para descrever as atribuicdes das vibracbes moleculares das bandas infravermelho,
utilizaram-se as seguintes categorias: estiramento (v); estiramento simétrico (vs); estiramento
assimetrico (vas); deformacdo angular (8); deformacg6es do tipo: sacudida (wag - wagging);
tesoura (sc - scissoring); balango (r - rocking); torgao (t - twisting).

A classificacdo da intensidade das bandas FT-IR foram: muito forte (vs), forte (5),
média (m), fraca (w) e muito fraca (vw) feitas por meio de um teste légico no programa

Excel, seu intervalo de classificacdo é mostrado no Quadro 5.

QUADRO 5. Intensidade das bandas de FT-IR (®gr.1r) obtidas experimentalmente.

Intensidade Amplitude Normalizada (x)
Muito Forte (vs) 50 <x <100
Forte (s) 30<x<50
Média (m) 20<x<30
Fraco (w) 15<x<20
Muito fraco (vw) x<15

Fonte: Autora.
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4.3 Atividade Antibacteriana e Moduladora do TTHL

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no Laboratério de Microbiologia e
Biologia Molecular da Universidade Regional do Cariri (URCA), Crato-CE, Brasil.

4.3.1 Preparo das Solugdes

No preparo da solugéo inicial a amostra do triterpeno 3,6p,16p-tri-hidroxilup-20(29)-
eno (TTHL) foi solubilizada em Dimetilsulféxido (DMSO- Merck, Darmstadt, Alemanha),
sendo observadas as seguintes proporgdes: 10mg da amostra solubilizada em 1 mL de DMSO,
para obter uma concentracio inicial de 10mg/mL™. Em seguida, esta solucdo foi diluida em
4gua destilada até chegar a concentracéo de 1024pg/mL™ e a partir desta, efetuou-se diluicbes

seriadas 1:2 obtendo-se as concentragdes de 512 a 0,5 pg/mL™.

4.3.2 Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos testes s@o provenientes da “American Type Culture
Collection” (ATCC) obtidas por meio do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Salde (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude. Para a determinacdo da
concentracdo inibitoria minima (CIM) foram utilizadas as cepas bacterianas Gram-positiva:
Staphylococcus aureus ATCC 25923; e Gram-negativas: Escherichia coli ATCC 10536 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. Para avaliar o efeito do triterpeno lupano como
modificador da atividade dos antibidticos foram utilizadas as cepas bacterianas
multirresistentes: S. aureus 10, E. coli 06 e P. aeruginosa 03. O perfil das linhagens

multirresistentes de bactérias esta descrito no Quadro 6.

QUADRO 6. Perfil de resisténcia das bactérias aos antibidticos.

BACTERIA FONTE PERFIL DE RESISTENCIA
S. aureus 10 Ferida Cirurgica Oxa.; Gen.; Tob.; Ami.; Can.; Neo.; Para.; But.; Sis.; Net.
E. coli 06 Ferida Cirurgica Ast.; Ax.; Ami.; Amox.; Ca.; Cfc.; Cf.; Caz.; Cip.; Chlo,;
Im.; Kan.; Szt.; Tet.; Tob.
P. aeruginosa 03 Cultura de urina Cpm.; Ctz.; Im.; Cip.; Ptz.; Lev.; Mer.; Ami.

Fonte: adaptado de MORAIS-BRAGA et al., 2013.
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Ast: aztreonam; Ax: amoxacilina; Amp: ampicilina; Ami: amicacina; Amox: amoxicilina; Ca: cefadroxil; Cfc:
cefaclor; Cf: cefalotina; Caz: ceftazidima; Cip: ciprofloxacina; Chlo: chloranphenicol; Im: imipenem; Kan:
canamicina; Szt: sulfametrim; Tet: tetraciclina; Tob: tobramicina; Oxa: oxacilina; Gen: gentamicina; Neo:
neomicina; Para: paramomicina; But: butirosina; Sis: sisomicina; Net: netilmicina; Com: Cefepime; Ctz:
ceftazidima; Ptz: piperacilina-tazobactam; Lev: levofloxacina; Mer: meropenen.

Antes do ensaio, as linhagens bacterianas foram cultivadas por 24h a 35 + 2 °C em
Agar infusio de coracdo (Heart Infusion Agar - HIA), os meios de cultura foram preparados
segundo as especificagdes do fabricante.

4.3.3 Preparo dos Indculos

Uma alicota dos microrganismos cultivados em HIA foram retirados com al¢a de
Drigalski da cultura estoque e transferidos para tubos de ensaio contendo cada um 3 mL de
solugdo salina estéril (0,9%). Usando a escala McFarland, a concentracdo do indculo foi
padronizada comparando-se sua turbidez com o padrdo de 0,5 concentracdo final de 10°
UFC/mL™ (unidades formadoras de colénia/mL) (NCCLS, 2000).

4.3.4 Determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Para a determinacdo da CIM do triterpeno lupano foi realizado um ensaio de
microdiluicdo em microplacas contendo 96 pocos de fundo redondo de acordo com a Norma
M7-A6 (CLSI, 2003). Foram Retirados 100 uL da suspensdo do inéculo (10> UFC-mL™) e
adicionado em 900 pL de caldo de cérebro de infusdo e coracdo (Brain Heart Infusion broth
BHI 10%, proporcéo 1:10).

A solucdo contendo as cepas bacterianas e o meio BHI foi distribuida no sentido
numerico das placas, em cada pogo adicionou 100 pL dessa solu¢do. Em seguida, 100 pL do
composto TTHL foi adicionado no primeiro poco, seguido de diluicdes seriadas (1:1) até o
penultimo poco da microplaca, obtendo-se as concentracdes de 512, 256, 128, 64, 32, 16 e 8
pg/mL™ do composto (Figura 6). O Gltimo poco da microplaca é constituido apenas pelo
indculo e 0 meio BHI 10%, representando o controle para verificacdo da viabilidade das

cepas. Apds o procedimento experimental, as placas foram incubadas a 35 £ 2 °C por 24 h.
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FIGURA 6: Microplaca utilizada para determinagdo CIM do TTHL e controle de crescimento. Bactérias
utilizadas: E. coli (Ec), P. aeruginosa (Pa) e S. aureus (Sa).
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Fonte: autora, baseado em JAVADPOUR et al., 1996.

4.3.5 Atividade Moduladora

Na realizacdo do teste que avalia o efeito da substancia como modulador da atividade
dos antibioticos foram utilizados os aminoglicosideos gentamicina e amicacina obtidos da
Sigma-USA, com concentra¢io de 5.000 pg/mL™. A modulago foi realizada através de um
ensaio de microdiluicdo em microplacas com 96 pocos (COUTINHO et al., 2008). Com a
obtencdo da CIM, esse valor foi reduzido 8 vezes (CIM/8), resultando na concentracdo
subinibitoria do composto para ser utilizado no ensaio de modulacéo.

Em cada pogo adicionou-se 100 uL de uma solugio contendo: 150 pL do indculo (10°
UFC-mL™), o composto na concentracéo subinibitéria de 0,5 pg/mL™ (4/8) para a bactéria S.
aureus, 128 pg/mL™ (1024/8) para E. coli e P. aeruginosa e o meio BHI 10%. Em seguida,
100 pL do antibiotico foram adicionados no primeiro poco e realizaram-se dilui¢fes seriadas
(1:1) até o pendltimo poco da microplaca. As concentragcdes dos antibidticos foram 2.500;
1.250; 625; 312,50; 156,25; 78,12; 39,06; 19,53; 9,76; 4,88; 2,44 pg/mL™ (Figura 7). O
altimo pogo da microplaca ndo continha antibiotico, a fim de se verificar a viabilidade das
cepas. No grupo controle ndo sera adicionado o composto, apenas o inéculo, 0 meio BHI 10
% e o0 antibiotico Depois do teste, as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35 £ 2
°C por 24 h.
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FIGURA 7. Microplaca utilizada para ensaio de modulagdo do TTHL (antibi6ticos gentamicina e amicacina) e
controle de crescimento. Bactérias utilizadas: S. aureus 10, E. coli 06 e P. aeruginosa 03.
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Fonte: autora, baseado em COUTINHO et al. 2008.

4.3.6 Leitura dos Ensaios: Avaliacdo da atividade antimicrobiana e moduladora

Tanto para os ensaios da CIM como da modulacdo, a avaliagdo do crescimento
microbiano foi realizado de forma similar. Para determinar se houve crescimento bacteriano
realizou uma analise colorimétrica utilizando o corante resazurina 0,01% (p/v). Apds o
periodo de 24h de incubag&o, foi adicionado 20uL de resazurina em cada pogo da microplaca,
e apoOs 1 h a 35°C realizou-se a leitura. A alteracdo na cor de azul para rosa indica que houve
crescimento bacteriano e explica-se devido a reducdo da resazurina, ja a permanéncia da
coloracdo azul, indica auséncia de crescimento (PALOMINO et al., 2002). A CIM sera

determinada pela menor concentracdo do composto capaz de inibir o crescimento bacteriano.

4.3.7 Andlise de dados

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em média

geométrica. Para andlise estatistica foi aplicado o One-way ANOVA tendo como teste post-
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hoc o teste de Tukey, feito no programa GraphPadPrism 5.0, considerando significancia com
p < 0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise Estrutural do TTHL

O triterpeno 3, 6P, 16p-trihidroxilup-20 (29) -eno (TTHL) isolado das folhas do C.
Leprosum, é um solido branco com formula molecular C3003Hso. Essa estrutura confirmada
por Ressonancia Magnética Nuclear € compativel com o composto previamente isolado por
Facundo e colaboradores (1993). Este é o primeiro relato sobre a atribuicdo das propriedades
vibracionais e estruturias deste composto.

A estrutura béasica do triterpeno lupano e caracterizada por cinco anéis fundidos
identificados na Figura 8 como A, B, C, D, E. A numeragdo dos atomos nessa figura foi
realizada de acordo com a nomenclatura recomendada pela Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC).

FIGURA 8. Estrutura molecular otimizada do triterpeno lupano (C3,03Hsp) caracterizada por cinco anéis.
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5.2 Anélise Vibracional

Através dos calculos tedricos de quimica quantica foi possivel otimizar a geometria da
molécula para um minimo de energia e 0 programa calculou todos os 3N-6 modos normal de
vibracdo molecular para o triterpeno lupano. A molécula C300O3Hso possui 83 4&tomos, portanto
existem 249 graus de liberdade (3N), excluindo-se os trés modos rotacionais e 0s trés
movimentos translacionais, sdo esperados 243 modos vibracionais (3N — 6) parao TTHL.

Os numeros de onda obtidos teoricamente (calculados pelo método DFT) foram
ajustados por um fator de escala (1) apropriado, 0,9669 para freqiiéncias abaixo de 2000 cm™,
com erro quadratico total (rms) correspondente a 7 cm™ e para freqiiéncias acima de 2000 cm®
! foi encontrado o fator de escala 0,9414, com erro quadratico igual a 24 cm™ obtidos por
meio do procedimento de ajuste dos minimos quadrados, que consiste em minimizar 0s
residuos (SCOTT; RADOM, 1996).

Os valores do erro quadréatico encontrados para a molécula do triterpeno lupano foram
menores que 0s obtidos por Wong (1996), que prevé para o método DFT com funcional
B3LYP e o conjunto de base 6-31(d, p) A= 0,9613 ¢ rms = 34 cm™. Isto pode ser explicado
porque o fator de escala que obtivemos é especifico para a molécula TTHL, quanto menor o
valor do erro quadratico melhor sera a aproximacao entre os valores da frequéncia calculada e
da frequéncia experimental.

Neste estudo foi possivel realizar uma atribui¢cdo completa dos modos vibracionais do
triterpeno 3p,6P,16pB-tri-hidroxilup-20(29)—eno. Foi obtido 33 frequéncias experimentais no
espectro IR, as bandas mais intensas foram identificadas como correspondendo as frequéncias
de estiramentos e deformacdes angulares dos grupos CC e CHs.

A Figura 9 apresenta o espectro de absorcdo ATR-IR do triterpeno lupano a
temperatura ambiente na regido espectral de 4000 cm™ a 600 cm™. As bandas no espectro
experimental foram classificadas com intensidades fraca, muito fraca, média, forte e muito
forte, normalizadas com um intervalo de amplitude [0,100]. Algumas bandas espectrais do

infravermelho encontram-se destacadas para uma melhor apresentacdo dos resultados.



FIGURA 9 - Espectro FT-IR da molécula TTHL na regio espectral de 4000 cm™ a 600 cm™.
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Abaixo segue o atribuicdo vibracional das 16 bandas destacadas no espectro
experimental, realizada com ajuda dos calculos da Teoria do funcional de Densidade - DFT
listadas na Tabela 1.

TABELA 1. Frequéncias experimentais de ATR-IR (wATR-IR, em cm™), nimero de onda vibracional escalado
(,scal em cm™) pelo duplo fator de escala 0,9669 (abaixo de 2000 cm™) e 0,9414 (acima de 2000 cm™) e
atribuicdo para alguns dos modos vibracionais do triterpeno lupano (C3,O3Hsg) associado com o ndmero das
bandas do espectro de absorbancia ATR-IR mostrados na Figura 9.

Bandas EXP DFT Atribuicdo para algumas faixas de absorbancia do
Oatrar (CM?) ®gcar (cM™) triterpeno lupano Cs,O3Hs,

1 3610w 3604 v (O-H) grupo hidroxila do anel A

2 3426s 3577 v (O-H) grupo hidroxila do anel B

3 3076vw 3040 Vas (C21H,)

4 2943vs 2942 vas (C21H,)

5 2871s 2875 vs (C30Hs3) + v (C15H)

6 1730vw 1662 v (C21C22) + sc (C23H;) + 6 (HC21C23C24)

7 1644w - Combinacéo de overtones

8 1595w 1495 825 (CHs) anéis A,Be C

9 1498w 1486 32 (CHg) anéis Ae B

10 1457s 1456 [sc (CH,) + 655 (CH3)] anéis A,BeC

11 1383s 1380 8 (C24Hs) » wag (C28Hs)

12 1064s 1064 3 (todos os anéis) + & (CHs) todos os anéis

13 1016vs 1016 3 (anel D) + & (anel E) + & (CH3) anel E

14 887m 885 8 (CHz) anel A

15 771lvw 767 3 (anel B) + & (anel C) + & (anel D)

16 639w 639 d (todos 0s anéis)

Nomenclatura: sc - scissoring = tesoura; wag = sacudidada; 6 = deformac&o; das = deformacdo assimétrica; v =
estiramento; v, = estiramento assimétrico; s = estiramento simétrico, vs = muito forte; s = forte; m = médio; w =
fraco; vw = muito fraco.

As bandas de absorbancia identificadas pelos nimeros 1 e 2 estdo associadas aos
modos de estiramento dos grupos hidroxila observados nos anéis A e B, respectivamente O
modo a 3610 cm™ de baixa intensidade é um estiramento do grupo hidroxila do anel A, a
banda larga em 3426 cm™ trata-se de um estiramento do grupo hidroxila do anel B. As bandas
dos numeros 3 e 4 estdo associadas ao estiramento assimétrico do grupo metila C21Hgs, e a
banda observada em 5 € originada das misturas do estiramento simétrico do grupo C30H3; com
0 modo de estiramento dos dtomos de C15H.

A banda de absorbincia de numero 6 estad associada ao modo de estiramento
(C21C22), que € combinado com o0 modo scissoring C23H3 e a vibracdo de flexdo dos atomos
do HC21C23C24. As bandas de absorbancia ATR-IR de nimeros 7 e 8, observadas em 1644

e 1595 cm’?, estdo respectivamente associadas, a modos de tons combinados sobreposicdes e
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deformac&o assimétrica dos anéis A, B e C. Essas bandas podem ocorrer por causa do grande
nimero de bandas na regido entre 600 cm™* e 1500 cm’™.

Modos de deformacdes sdo observados nas bandas de absorbancia de nameros 9 a 14.
A banda 1457 de intensisade forte apresenta deformacao do tipo scissoring dos grupos CH; e
deformacdo assimétrica dos CHs presentes nos anéis A, B e C. A banda a 1383 cm™
corresponde a deformacdo assimétrica do grupo metila C24H; e do modo de sacudida do
grupo metileno C28H3. As bandas de nimeros 15 e 16 estdo associadas a vibracdes dos anéis.

A andlise vibracional descrita acima possibilitou a obtencdo de informacbes de
algumas bandas de absorbéncia infravermelho do triterpeno lupano. A completa atribui¢ao
dos modos vibracionais deste produto natural é apresentada no apéndice A tabela Al.

5.3 Atividade Antibacteriana

Este é o primeiro relato do triterpeno lupano como atividade de potencializacdo de
aminoglicosideos contra bactérias multirresistentes, até o momento, ndo ha relatos da sua
utilizacdo como modulador de antibioticos, concomitantemente com outras drogas.

Os resultados dos testes de atividade antimicrobiana evidenciaram que o TTHL
isolado das folhas do C. leprosum tem acdo antibacteriana com relevancia clinica para a
bactéria Staphylococcus aureus. A determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
contra S. aureus foi significativamente relevante com valor para CIM 4 pg/mL™, mas para as
bactérias Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa 0s testes ndo apresentaram valores
significativos com CIM > 1024 pug/mL™,

Quando o composto triterpeno lupano foi associado aos antibioticos testados foram
observados efeitos sinérgicos e antagonistas consideraveis. Os aminoglicosideos gentamicina
e amicacina, foram testados na presenca e auséncia do TTHL em associacdo com as bactérias
multirresistentes S. aureus 10, E. coli 06 e P. aeruginosa 03.

O composto TTHL quando associado com o aminoglicosideo gentamicina (Figura 10)
no teste com a bactéria E. coli apresentou um efeito sinérgico consideravel (p<0,001) e um
efeito de antagonismo foi observado com a bactéria P. aeruginosa (p<0,01). Por outro lado, a
atividade antimicrobiana modulatéria do triterpeno lupano com a gentamicina ndo foi

significativa para a bactéria S. aureus.
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FIGURA 10. Gréafico CIM do aminoglicosideo Gentamicina na presenca e na auséncia da substancia TTHL com
concentracdo (0,5 pg/mL-" para a S. aurerus; 128 ug/mL-* para E. coli e P. aeruginosa).
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Quando o composto TTHL foi associado ao aminoglicosideo amicacina (Figura 11),

um sinergismo consideravel foi observado para as bactérias S. aureus (p<0,01) e E. coli

(p<0,001). Por outro lado, a atividade antimicrobiana modulatéria do triterpeno lupano com a

amicacina ndo foi significativa para a bactéria P. aeruginosa.

Figura 11: Gréafico CIM do aminoglicosideo Amicacina na presenca e na auséncia da substancia TTHL com
concentragdo (0,5 pg/mL-" para a S. aurerus; 128 ug/mL-" para E. coli e P. aeruginosa).

160+

1404

1204

804

Média Geométrica do MIC

204 E

60-_"

a0 P

ns

T

S. aureus

P. aeru

ginosa

=3 TTHL Amic.
B2 Amicacina



56

Valores estatisticamente significativos com *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 - Valores ndo significativos (ns)
com p>0,05.

Este estudo mostra que, embora o triterpeno lupano possa apresentar um efeito
sinérgico com um antibiético contra uma determinada bactéria, ndo apresenta este efeito com
outras bactérias. Sugerindo que o sinergismo de determinada substancia esta mais relacionado
com a bactéria em questdo e seus mecanismos de resisténcia do que uma caracteristica
intrinseca do antibidtico.

A possivel diferenca de atividade do composto frente a linhagem de S. aureus
associados a gentamicina e amicacina, provavelmente se deve as diferencas estruturais destes
aminoglicosideos que s&o moléculas hidrofilicas, formadas por um anel aminococlitol ligado
a um ou mais amino agucar através de ligacao glicosidica (MAGNET, BLANCHAD, 2005).

Os mecanismos de a¢do do composto triterpeno lupano deve estar relacionados a sua
hidrofobicidade. As diferengas observadas nos resultados entre as bactérias Gram positivas e
Gram negativas podem ter sido principalmente devido a permeabilidade celular. Como as
bactérias Gram-positivas e Gram negativas tém uma constituicdo de parede diferente, elas
acabam exibindo diferentes capacidades das moléculas (SILHAVY; KAHNE; WALKER,
2010). As moléculas lipossoliveis tendem a apresentar maior facilidade de entrada em
bactérias Gram negativa, pois possuem uma dupla membrana fosfolipidica e uma menor
quantidade de peptidoglicano (HELANDER; MATTILA-SANDHOLM, 2000). Isto pode
explicar os resultados favoraveis vistos na modulacdo para a E. coli, cujo triterpeno TTHL
como molécula solivel em lipideos deve ter apresentado esse comportamento.

Mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos residem no ribossomo bacteriano
(KOTRA; HADDAD; MOBASHERY, 2000). Quando essas drogas estdo associadas a outras
substancias sub-inibitorias, espera-se que esses adjuvantes antibioticos em concentra¢do nao
bactericida atuem sobre mecanismos de resisténcia (WRIGHT, 2016). No entanto, o efeito do
adjuvante para este grupo pode depender em parte da sua capacidade de atravessar a
membrana. Além disso, a prépria membrana desempenha um papel de resisténcia dos
aminoglicosideos (DAMPER; EPSTEIN,1981).

Apesar de varias estruturas quimicas isoladas de produtos metabolicos secundarios de
plantas exercerem alguma acdo antibacteriana, a maioria dessas moléculas tem atividade fraca

e espectro de acdo limitado quando usadas isoladamente. No entanto, quando sé&o combinados
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com antibidticos, podem servir como adjuvantes, modificando a resisténcia bacteriana através
de certas drogas (SIMOES et al., 2009).

H& uma busca crescente por novas substancias com atividade antimicrobiana. Nas
altimas décadas, dentre as atividades farmacoldgicas, os antimicrobianos tém sido
exaustivamente estudados, devido ao agravamento da resisténcia a antimicrobianos em
populacdes bacterianas, principalmente de origem hospitalar (OLIVEIRA et al., 2006).

A partir dos resultados sobre a atividade antimicrobiana modulatéria podemos inferir
de alguma forma que o TTHL quando associado aos aminoglicosideos testados pode
modificar a estrutura bacteriana e, portanto, pode ser utilizado para o tratamento de bactérias
S. aureus e E. coli, uma vez que sua associacdo pode levar a um efeito sinérgico e reduzir
significativamente a CIM dessas drogas, diminuindo a dose necessaria de antibidticos para um

resultado eficaz.
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6 CONCLUSAO

O espectro ATR-IR do triterpeno lupano possibilitou obter informagfes sobre as
frequéncias vibracionais associadas aos diferentes grupos funcionais deste produto natural, a
qual as bandas mais intensas foram identificadas como estiramentos e deformagdes angulares
dos grupos CC e CHs. Os calculos usando a Teoria do Funcional da Densidade - DFT
permitiram uma descricdo completa dos modos normais de vibracdo, cujos nimeros de onda
calculados foram bem correlacionados com os nimeros de onda do espectro experimental.
Esses dados sdo de relevancia significativa para identificacdo estrutural do composto e de suas
propriedades vibracionais.

O TTHL apresentou evidéncias de possuir atividade antibacteriana clinicamente
relevante contra a bactéria S. aureus com CIM 4 pg/mL. Porém frente as cepas de E. coli e P.
aeruginosa ndo apresentou valores significativos com CIM >1024 pg/mL. Os testes de
atividade modulatoria revelaram que este composto pode potencializar o efeito bactericida dos
antibioticos gentamicina e amicacina, uma vez que, foram observados efeitos sinérgicos
contra as bactérias multirresistentes S. aureus 10 e E. coli 06. Portanto, nossos resultados
mostraram que o triterpeno lupano apresenta um efeito antibacteriano significativo quando
associado aos antibioticos testados.

A atividade antibacteriana do TTHL depende de como um dado grupo funcional desta
molécula interage com o antibiotico, e como essa interacdo afeta a estrutura molecular da
bactéria. Como perspectiva, pretende-se no futuro proximo desenvolver um estudo detalhado
da relacdo estrutura-atividade deste composto natural, de forma a possibilitar entender os
mecanismos da acdo antibacteriana do composto puro e quando associado aos antibioticos

gentamicina e amicacina, frente as linhagens multirresistentes.
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APENDICE A - TABELA Al. Nimero de onda calculado (weac €m cm™), nimero de onda vibracional
escalado (ms. em cm™) pelo duplo fator de escala 0,9669 (abaixo de 2000 cm™) e 0,9414 (acima de 2000 cm™) e
atribuicdo dos modos vibracionais do triterpeno lupano (C3,0sHsp) associado com o ndmera das bandas do
espectro de absorbancia ATR-IR.

®ca (cm™) ‘ Ogcar (cM™) ’ oatrar (cM™) |Classificagéo dos modos vibracionais

26 25 d (todos os anéis)

34 33 3 (anel D) + & (anel E)

56 54 3 (todos os anéis)

58 56 d (todos os anéis) + & (CHs) todos os anéis
76 73 3 (todos os anéis)

92 89 3 (todos os anéis)

104 101 3 (todos os anéis)

121 117 d (todos os anéis) + & (CH;) todos os anéis
125 121 3 (todos os anéis)

138 133 & (todos os anéis) + & (CH3) anel A

150 145 d (todos os anéis) + & (CHs;) anel E

156 151 8 (CHg) todos os anéis + & (CHs) anel B
170 164 d (todos os anéis) + & (CHs) todos os anéis
183 177 3 (todos os anéis)

205 198 d (todos os anéis) + & (CHs) anel E

209 202 d (E) + 6 (CHs) anel E

214 207 d (todos os anéis) + 5 (CHs) anel A

232 224 d (todos os anéis) + & (CHj;) todos os anéis
236 228 d (todos os anéis) + & (CHj;) todos os anéis
243 235 d (todos os anéis) + 5 (CHs) anel A

245 237 d (todos os anéis)

255 247 d (todos os anéis) + & (CH3) anéis Ae E
263 254 d (todos os anéis)

272 263 d (todos os anéis) + 6 (CHjz) todos os anéis
277 268 d (todos os anéis)

289 279 d (todos os anéis)

296 286 & (todos os anéis) + & (CHs) anéisC, D e E
298 288 8 (CH3) anel A + 5 (anel B)

299 289 d (todos os anéis)

305 295 d (todos os anéis)

311 301 d (todos os anéis) + & (CH;) todos os anéis
312 302 d (todos os anéis)

316 306 d (todos os anéis) + & (CHs) todos os anéis
319 308 & (todos os anéis)

331 320 d (todos os anéis) + & (CHs) todos os anéis
332 321 d (todos os anéis) + & (CHs) anéis A, Be C
341 330 d (todos os anéis) + & (CHs) anel C

344 333 & (todos os anéis)

365 353 d (todos os anéis) + & (CH3) anel A

Continuagao
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APENDICE A - TABELA Al. Niimero de onda calculado (e em cm™), nimero de onda vibracional
escalado (ms. em cm™) pelo duplo fator de escala 0,9669 (abaixo de 1800 cm™) e 0,9414 (acima de 1800
cm™) e atribuicdo dos modos vibracionais do triterpeno lupano (C3,03sHso) associado com o nimera das

bandas do espectro de absorbancia ATR-IR.

®ca (cm™) ‘ Ogcar (cM™) ’ oatrar (cM™) |Classificagéo dos modos vibracionais

368
375
382
392
410
413
423
436
443
451
468
469
483
499
502
519
525
532
546
551
564
597
625
643
661
675
688
716
728
743
757
768
793
819
831
855
861
863
871

356
363
369
379
396
399
409
422
428
436
453
453
467
482
485
502
508
514
528
533
545
577
604
622
639
653
665
692
704
718
732
743
767
792
803
827
833
834
842

615w

639w

698vw

738vw

771lvw

851vw

d (todos os anéis)
d (todos o0s anéis)
d (todos os anéis)
d (todos os anéis)
d (todos o0s anéis)
d (todos os anéis)
d (todos o0s anéis)

d (todos os anéis) + & (CHj;) todos os anéis
d (todos os anéis) + & (CH3) anéis A, Be C
d (todos os anéis) + & (CHj;) todos os anéis

d (todos os anéis)
d (todos os anéis)
d (todos os anéis) + 5 (CHs) anel A
d (todos os anéis) + 5 (CHs) anel A
d (todos 0s anéis)
d (todos os anéis) + 6 (CHz) anel A
d (todos os anéis) + 6 (CHz) anel E
d (todos 0s anéis)
d (todos 0s anéis)
d (todos os anéis) + 6 (CHz) anel E
d (todos 0s anéis)
d (todos 0s anéis)
d (todos 0s anéis)
d (todos 0s anéis)
d (todos 0s anéis)
d (todos 0s anéis)
3 (todos 0s anéis)
3 (anel A) + & (anel B) + & (anel C)
d (todos 0s anéis)
3 (anel C) + & (anel D) + 5 (anel E)
3 (todos 0s anéis)
d (todos 0s anéis)
d (anel B) + & (anel C) + 3 (anel D)
d (anel C) + & (anel D) + 6 (anel E)
d (todos os anéis) + 3 (CHs) anel A
d (todos os anéis)
d (todos os anéis)
d (todos os anéis)
d (todos os anéis) + & (CHs;) anel E

Continuagao
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APENDICE A - TABELA Al. Niimero de onda calculado (o em cm™), nimero de onda vibracional
escalado (ms. em cm™) pelo duplo fator de escala 0,9669 (abaixo de 1800 cm™) e 0,9414 (acima de 1800
cm™) e atribuicdo dos modos vibracionais do triterpeno lupano (C3,O3sHso) associado com o nimera das

bandas do espectro de absorbancia ATR-IR.

®ca (cm™) ‘ Ogcar (cM™) ’ oatrar (cM™) |Classificagéo dos modos vibracionais

894
915
923
925
935
938
941
943
951
961
966
972
978
984
997
1001
1007
1019
1022
1024
1033
1042
1049
1051
1057
1066
1069
1076
1079
1083
1089
1093
1100
1104
1113
1119
1122
1130
1143

864
885
892
894
904
907
910
912
920
929
934
940
946
951
964
968
974
985
988
990
999
1008
1014
1016
1022
1031
1034
1040
1043
1047
1053
1057
1064
1067
1076
1082
1085
1093
1105

887m

918w

955w

970w

1016vs

1064s

1081m

1113m

d (anel C) + 6 (anel D) + & (anel E) + & (CHs) anel E

d (CHg) anel A

d (todos os anéis)

d (todos os anéis) + 5 (CHs) anel A

d (todos os anéis) + & (CH;) todos os anéis

d (todos os anéis) + & (CH;) anel E

8 (CHg) anel A

8 (CHg) anel A

d (todos os anéis) + & (CHs;) todos os anéis

d (todos os anéis) + & (CH3) anéis A e E

8 (CHz) anel AeC

d (todos os anéis) + & (CHj;) todos os anéis

d (todos os anéis) + & (CHs;) todos os anéis

d (todos os anéis)

d (todos os anéis) + 6 (CH3) anéisA e E

8 (CH3) anel A

8 (CH3) anel E

8 (CHz) anel AeE

8 (CH3) anel A

d (anel A) + 6 (anel B) + & (CHs) anel A

d (todos os anéis) + 6 (CHz) anel E

d (todos os anéis) + 6 (CH3) anel E

d (anel D) + 6 (anel E) + 6 (CHs) anel E

d (anel D) + & (anel E) + & (CHs) anel E

d (anel A) + 6 (anel B) + 6 (CHs) anel A

d (anel A) + 6 (anel B) + 8 (CH3) anel A

d (todos os anéis) + & (todos os anéis)

d (todos 0s anéis)

d (todos os anéis) + 6 (CHjz) todos os anéis

3 (todos 0s anéis)

d (todos os anéis) + & (CHjz) todos os anéis

3 (todos 0s anéis)

d (todos os anéis) + & (CH;) todos os anéis

d (todos os anéis) + & (CH;) todos os anéis

d (todos os anéis)

d (todos os anéis) + & (CH;) todos os anéis

d (todos os anéis) + 5 (CHs) anel A

d (todos os anéis) + & (CH;) todos os anéis

d (todos os anéis) + & (CH;) todos os anéis
Continuagao



76

APENDICE A - TABELA Al. Niimero de onda calculado (o em cm™), nimero de onda vibracional
escalado (ms. em cm™) pelo duplo fator de escala 0,9669 (abaixo de 1800 cm™) e 0,9414 (acima de 1800
cm™) e atribuicdo dos modos vibracionais do triterpeno lupano (C3,03Hso) associado com o nimera das

bandas do espectro de absorbancia ATR-IR.

®ca (cm™) ‘ Ogcar (cM™) ’ oatrar (cM™) |Classificagéo dos modos vibracionais

1158
1159
1174
1175
1195
1197
1206
1214
1217
1228
1238
1241
1244
1249
1262
1272
1278
1284
1292
1295
1305
1310
1320
1321
1325
1338
1343
1355
1360
1363
1373
1376
1379
1382
1385
1386
1389
1390
1394

1120
1121
1135
1136
1155
1157
1166
1174
1177
1187
1197
1200
1203
1208
1220
1230
1236
1241
1249
1252
1262
1267
1276
1277
1281
1294
1299
1310
1315
1318
1328
1330
1333
1336
1339
1340
1343
1344
1348

1143w

1166m

1196m

1224m

1244m

1273m

1310m

13565

d (todos os anéis) + & (CH;) todos os anéis
d (todos os anéis) + & (CH;) todos os anéis
d (todos os anéis) + 5 (CHs) anel C
d (todos o0s anéis)
d (todos os anéis) + & (CH;) anel E
d (todos os anéis) + 5 (CHs) anel A
d (todos os anéis) + & (CH3) anéis A e E
d (todos os anéis) + 5 (CHs) anel A
8 (CHg) anel A
d (todos os anéis)
d (todos os anéis) + & (CHs;) anel E
d (todos os anéis)
d (todos os anéis)
d (todos os anéis) + & (CHs;) todos os anéis
d (anel D) + & (anel E) + & (anel CH)
& (CH) + & (OH)
d (todos os angis) + 6 (CH)
3 (CH)
d (anel A) + & (CH)
d (todos 0s anéis)
d (anel E) + v (CC)
v (CC)
d (anel D) + & (anel E) + v (CC)
d (anel D) + & (anel E)
3 (CH)
v (CC)
5 (CH)
8as (C22H,) + 8,5 (C21Hy)
8 (CH)
8s (C1H,) + 84 (C2H,)
[6 (CH) + & (CC)]anéisBe C
[6 (CH) + 5 (CC)] todos os anéis
8ss (C2H + C6H) + 6 (CC) anel B
wag (C24H3) + & (CH) anéis Ae B
sc (C29H,) + 8,5 (CH) anéisD e E
3 (CH) anéisA,BeC
3 (CH) anéisBeC
wag (C28Hs) + & (CH) anéis Ae D
8as (C11H, + C12H,) anel C
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APENDICE A - TABELA Al. Niimero de onda calculado (o em cm™), nimero de onda vibracional
escalado (ms. em cm™) pelo duplo fator de escala 0,9669 (abaixo de 1800 cm™) e 0,9414 (acima de 1800
cm™) e atribuicdo dos modos vibracionais do triterpeno lupano (C3,03sHso) associado com o nimera das
bandas do espectro de absorbancia ATR-IR.

®ca (cm™) ‘ Ogcar (cM™) ’ oatrar (cM™) |Classificagéo dos modos vibracionais

1408
1409
1412
1419
1424
1427
1431
1435
1438
1439
1446
1447
1456
1465
1489
1493
1495
1499
1501
1502
1503
1504
1506
1509
1514
1515
1516
1517
1518
1522
1523
1530
1531
1534
1537
1546
1719
2950
2965

1361
1362
1365
1372
1377
1380
1384
1388
1390
1391
1398
1399
1408
1417
1440
1444
1446
1449
1451
1452
1453
1454
1456
1459
1464
1465
1466
1468
1468
1472
1473
1479
1480
1483
1486
1495

1662

2777
2791

1383s

1457s

1498w
1595vw
1644w
1730vw

wag (C23H; + C24H;) anel A

wag (C25H;) + & (CH) anéis A,Be C
8as (C13H + C18H) anel D

3 (CH) anéisBe C

wag (C30H; + C28Hj3) anel E

8ss (C24Hs3) . wag (C28H3)

wag (C26H;+ C27H; + C28H3 + C23Hs)
wag (C27H; + C23H;3 + C24H,)

wag (C26H; + C27H;)

wag (C25H; + C23H;3 + C24H,)

8ss (CC) anel D

8s (CO + CC) anel A

845 (CO + CC) anel B

sc (C29H, + C30H;3) anel E

sc (CH,) anéis A,B,CeD

sc (CH,) anéis E

s¢ (CH,) todos os anéis

s¢ (CH,) todos os anéis

s¢ (CH,) todos os anéis

sc (C22H, + C21H,) anel E

sc (CH,) anéis Ae B

sc (C29H, + C30Hs3)

[sc (CH,) + 8,5 (CH3)]anéisA,BeC
sc (CH,) anéis B,C e E

sc (CH,) todos o0s anéis

[sc (CH,) + 8,5 (CH3)]anéisA, CeE
[sc (CH,) + 8,5 (CH3)]anéisC,DeE
sc (CH,) anéisC e E

sc (C22H, + C28H,) anel E

[sc (CH,) + 8,5 (CHs)] todos os anéis
[sc (CH,) + 8,5 (CH3)] anéisAeC

sc (CH,) anel C

sc (CH,) anéis Ae B

sc (C7Hy) + 8,5 (CHs) anéis AeC
8ss (CH3) anéis Ae B

8ss (CH3) anéis A, Be C

Combinac&o de overtones

v (C22C21) + sc (C23H,) + & (HC24C21C23)

v (C3H + C6H)
v (C16H)
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APENDICE A - TABELA Al. Niimero de onda calculado (o em cm™), nimero de onda vibracional
escalado (ms. em cm™) pelo duplo fator de escala 0,9669 (abaixo de 1800 cm™) e 0,9414 (acima de 1800
cm™) e atribuicdo dos modos vibracionais do triterpeno lupano (C3,03sHso) associado com o nimera das

bandas do espectro de absorbancia ATR-IR.

®ca (cm™) ‘ Ogcar (cM™) ’ oatrar (cM™) |Classificagéo dos modos vibracionais

2984
3014
3017
3019
3029
3036
3037
3038
3039
3041
3042
3048
3054
3055
3056
3058
3066
3067
3068
3069
3072
3076
3081
3083
3090
3091
3094
3096
3113
3114
3120
3121
3125
3128
3132
3137
3140
3142
3147

2809
2837
2840
2842
2852
2858
2859
2860
2861
2863
2864
2869
2875
2876
2877
2879
2886
2887
2888
2889
2892
2896
2900
2902
2909
2910
2913
2915
2931
2932
2937
2938
2942
2945
2948
2953
2956
2958
2963

2871s

2943vs

v (C3H + C6H)
v (C13H + C19H)
vs (C1H,)
v (C13H + C19H)
vs (C22H, + C21H,)
vs (C30Hs3)
vs (C22H, + C21H, + C30Hj)
v (C5H + C14H)
vs (C23H,)
vs (C7TH,)
vs (C21H, + C30H; + C28Hj)
vs (C28Hs3)
vs (C30H3) + v (C15H)
vs (C2H, + C24Hs3) + v4 (C1H,)
vs (C2H, + C28Hs) v (C18H)
vs (C24H;)
vs (C25H;3 + C26Hs,)
vs (C2H, + C12H,) + v, (C1H,)
vs (C15H, + C25H,)
Vas (C22H,)
vs (C12H, + C25Hs;) + v (C1H,)
v (C9H) + v¢ (C12H, + C25Hs3)
vs (C26Hs)
Vas (CTH,)
Vas (C30H,)
Vas (C2H, + C11H,) + v (C9H)
Vas (C22H, + C21H,)
Vas (C1H, + C2Hy)
Vas (C27H, + C28H,)
Vas (C27H3 + C28H,)
Vas (C23H3 + C24H,)
Vas (C15H, + C28H,)
vas (C25H, + C30Hj3)
vas (C25H, + C23H, + C24H,)
vas (C28Hy)
Vas (C12H,)
vas (C25H; + C26Hs3)
vas (C30Hs3)
vs (C23Hy)
Continuagao
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APENDICE A - TABELA Al. Niimero de onda calculado (o em cm™), nimero de onda vibracional
escalado (ms. em cm™) pelo duplo fator de escala 0,9669 (abaixo de 1800 cm™) e 0,9414 (acima de 1800
cm™) e atribuicdo dos modos vibracionais do triterpeno lupano (C3,03sHso) associado com o nimera das
bandas do espectro de absorbancia ATR-IR.

®ca (cm™) ‘ ®ca (cm™) ’ e (cm™) e (cm™)
3149 2964 Vas (C26H3)
3156 2971 Vas (C23H3)
3176 2990 Vas (C26H3)
3186 2999 Vas (C24H3)
3229 3040 3076vw Vas (C21Hy)
3799 3577 3426s v (O-H) grupo hidroxila do anel B
3807 3584 v (O-H) grupo hidroxila do anel D
3828 3604 3610w v (O-H) grupo hidroxila do anel A

Nomenclatura: sc — scissoring = tesoura; wag = sacudida; 8 = deformacéo; d,; = deformacédo assimétrica; v =
estiramento; v,s = estiramento assimétrico; vs = estiramento simétrico; vs = muito forte; s = forte; m = médio; w
= fraco; vw = muito fraco.
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Beatriz Goncalves Cruz', Alexandre Magno Rodrigues Teixeira', Priscila Teixeira da Silva?, Francisco Flivio Vasconcelos
Evaristo?, Mayron Alves de Vaconcelos®*, Edson Holanda Teixeira3: , Hélcio Silva dos Santos?( , Paulo Nogueira
Bandeira?, Diniz Maciel de Sena-Janior', Veruscka Pedrosa Barreto®, Henrigue Douglas Melo Coutinho'(

© View Affiliations

https://doi.org/10.1099/jmm.0.001056

o Info Oy Get Access ‘\Tools -(: Share

Introduction. Combretum leprosum (Combretaceae) is commonly found in the Mortheast Region of Brazil and is known for several
bioactivities, including antimicrobial ones. Because of increasing bacterial antibiotic resistance, natural products from several plants have
been studied as putative adjuvants to antibiotic activity, including products from C. leprosum.

Aims. This study was carried out to investigate the structural properties, bactericidal activity and antibiotic medifying action of the lupane
triterpene 3B.6B, 16B-trihydroxylup-20(29)-ene (CLF1) isolated from C. leprosum Mart. leaves.

Methods. The CLF1 was evaluated by the Fourier transform infrared spectroscopy method and the antibacterial activity of this compound
was assayed alone and in asseciation with antibiotics by microdilution assay.

Results. Spectroscopic studies confirmed the molecular structure of the CLF1 and permitted assignment of the main infrared bands of this
natural product. Microbiological assays showed that this lupane triterpene possesses antibacterial action with clinical relevance against
Staphylococcus aureus . The CLF1 triterpene increased antimicrobial activity against the multidrug-resistant Escherichia coli 06 strain
when associated with the antibiotics gentamicin and amikacin. Synergistic effects were observed against the 5. aurews 10 strain in the
presence of the CLF1 triterpene with the antibietic gentamicin.

Conclusion. In conclusion, the CLF1 compound may be useful in the development of antibacterial drugs against the aforementioned
bacteria.
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