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RESUMO

Diante do potencial botanico da Caatinga e da necessidade de se encontrar novos compostos,
a familia Euphorbiaceae tem destaque por ser uma das maiores entre as dicotiledoneas,
compreendendo cerca de 300 géneros e 7500 espécies. No Brasil, existem 72 géneros e cerca
de 1300 espécies em todos os tipos de vegetacdo, sendo o género Croton o segundo mais
representativo, com cerca de 700 espécies. Vdrias espécies tém aplicacoes na medicina
popular, no tratamento de uma variedade de doencas e algumas das substancias isoladas tém
se mostrado promissoras no desenvolvimento de farmacos. Neste trabalho, apresentamos um
estudo por espectroscopias Raman e Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR),
célculos tedricos de quimica quantica, usando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) e
atividade antimicrobiana do diterpeno Sonderianina (C,;H260s) que foi isolado do caule de
Croton blanchetianus. Os espectros FT-IR e Raman do cristal da amostra policristalina da
Sonderianina foram registrados a temperatura ambiente nas regides de 400 cm™ a 4000 cm™, e
de 40 cm™ a 4000 cm'l, respectivamente. Adicionalmente, cdlculos DFT foram realizados
com o proposito de obter informagdes sobre as propriedades estruturais e vibracionais deste
composto organico. Os valores das frequéncias calculadas, ajustadas com fator de escala de
0,9612, apresentaram boa concordancia com as frequéncias experimentais. O teste de
atividade antimicrobiana foi realizado por um ensaio de microdiluicdo para a determinagao da
concentracdo inibitéria minima (CIM) da Sonderianina frente as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, e aos fungos Candida albicans, C. krusei e
C. tropicalis; e também um ensaio de modulacdo da atividade dos aminoglicosideos
amicacina, clindamicina e gentamicina, e dos antifingicos anfotericina B,
benzoilmetronidazol e nistatina frente as bactérias multirresistentes E. coli 27 e P. aeruginosa
03, e as mesmas cepas flingicas. A CIM da Sonderianina foi de 128 pg/mL para as bactérias e
64 pg/mL para os fungos, exceto C. kruzei (8 pg/mL), sendo este o tnico valor significativo
comparado ao controle. Quanto a modulagdo, o composto nio apresentou boa associagdo com
os aminoglicosideos e antifiingicos. Portanto, o diterpeno Sonderianina se mostrou eficiente

como possivel antimicrobiano apenas frente a C. kruzei.

Palavras-chave: Croton, blanchetianus, Sonderianina, Espalhamento Raman, Espectroscopia

Infravermelho, Espectroscopia Vibracional, Antimicrobiano.



ABSTRACT

Given the botanical potential of Caatinga and the need to find new compounds, the
Euphorbiaceae family stands out as one of the largest among the dicotyledons, comprising
about 300 genera and 7500 species. In Brazil, there are 72 genera and about 1300 species in
all vegetation types, being the genus Croton the second most important, with about 700
species. Several species have applications in popular medicine in the treatment of a variety of
diseases and some of the isolated compounds are promising in developing drugs. This work
presents a study by Raman spectroscopy and Fourier transform infrared (FT-IR), quantum
chemistry theoretical calculations, using Density Functional Theory (DFT) and antimicrobial
activity assessment of the diterpene Sonderianin (C;;H60s) which was isolated from the
stems of Croton blanchetianus. FT-IR and Raman Sonderianin polycrystalline sample spectra
were recorded at ambient temperature in the regions of 400 cm™ to 4000 cm™ and 40 cm™ to
4000 cm™, respectively. Additionally, DFT calculations were performed with the purpose of
obtaining information on the structural and vibrational properties of this organic compound.
The values of the calculated frequencies, after applying scale factor or 0.9612, showed good
agreement with the experimental frequencies. In antimicrobial activity tests the minimal
inhibitory concentration (MIC) of Sonderinin was determined in a microdilution assay against
bacteria (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) and fungi
(Candida albicans, C. krusei and C. tropicalis). The aminoglycoside modifying activity with
amikacin, clindamycin and gentamicin and antifungal amphotericin B, benzoilmetronidazol,
nystatin against multiresistants bacteria E. coli 27 and P. aeruginosa 03, and the same fungi
was also assessed. The MIC of Sonderianin was 128 pg/mL against bacteria and 64 pg/mL
against fungi, except C. kruzei (8 pg/mL), which was the only significant value compared to
the control. Regarding modulation, the compound did not show good association with
aminoglycosides and antifungals. Therefore, the diterpene Sonderianin proved be efficient as

a possible antimicrobial just against C. kruzei.

Keywords: Croton, blanchetianus, Sonderianin, Raman Scattering, Spectroscopy Infrared,

Spectroscopy Vibrational, Antimicrobial.
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16

1 INTRODUCAO

A pratica do uso de recursos naturais como forma de tratamento e cura de
enfermidades € tdo antiga quanto a espécie humana. A Fitoterapia ¢ uma palavra de origem
grega, onde therapeia significa tratamento e phyton, vegetal. E definida como o estudo de
plantas medicinais que tem suas aplicagdes terapéuticas no tratamento e cura de doencas, o
que vem crescendo na atualidade (BRASIL, 2006; WAGNER; WISENAUER, 2006).

A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) denota que cerca de 80% da populacio
mundial faz uso de algum recurso vegetal como estratégia de cura para suas enfermidades
(BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007; LEITE et al., 2008). Os conhecimentos empiricos
sobre a utilizacdo e a eficicia de plantas medicinais colaboram de maneira relevante para a
divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais utilizados com grande frequéncia, devido
aos resultados medicinais apresentados, apesar de a maioria ndo contar com seus constituintes
quimicos conhecidos. Dessa forma, usudrios que mantém a pratica do consumo de
fitoterdpicos, tornam vélidas informacgdes terap€uticas que foram sendo acumuladas durante
varias geracOes. Em contrapartida, este tipo de cultura medicinal vem despertando a
curiosidade de pesquisadores em estudos envolvendo &reas multidisciplinares, como a
botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a
inesgotdvel fonte medicinal natural: a flora mundial. (ASOLINI et al., 2006).

No Brasil, essa prética também tem sido utilizada hé bastante tempo, por grupos
indigenas em seus rituais religiosos e de cura (DI STASI, 2007). O Brasil € o pais com a
maior diversidade genética vegetal do mundo, possuindo mais de 56.000 espécies catalogadas
de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (GIULIETTI et al., 2005; IBGE, 2010). No
entanto, a riqueza e diversidade desse banco genético e biomolecular se encontram em um
estagio inicial de conhecimento (CALIXTO, 2003), pois dessas, apenas 15 a 17% foram
investigadas quanto ao seu potencial medicinal (BARROS, 2008), com 512 plantas
registradas para comercializa¢gdo no Ministério da Saide (CARVALHO et al., 2008) e de
acordo com a Organizacdo Mundial de Satde, dos 252 farmacos considerados bdsicos e
essenciais, apenas 11% sdo exclusivamente de natureza vegetal (GURIB-FAKIM, 2006).

A utilizacdo de plantas como recurso terapéutico estd embasada em estudos
etnofarmacolégicos que, partindo do seu uso tradicional e do conhecimento popular sobre as
propriedades farmacoldgicas (anti-inflamatoria, analgésica, antiespasmddica, antimicrobiana,
antitérmica, laxativas etc) de certas drogas vegetais, denotam o potencial para o

desenvolvimento de novos fitoterdpicos (SCOPEL, 2005). Neste contexto, as plantas sdo uma
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fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais, pode-se
utilizar para a sintese de inimeros farmacos (WALL; WANI, 1996).

A exploracdo da biodiversidade brasileira destaca-se pela grande possibilidade de
levar a identificacdo de importantes metabolitos secunddrios que podem ser uteis como
fitofarmacos ou direcionar ao desenvolvimento de novos farmacos semissintéticos ou
sintéticos. Comparado ao desenvolvimento de um novo medicamento sintético, que possui um
custo elevado (em torno de US$ 350 milhdes € 10 a 15 anos de estudo), o desenvolvimento de
um fitomedicamento requer menos recursos, € também relativamente menor tempo de
pesquisa. Estima-se que os gastos para o desenvolvimento de um fitomedicamento ndo devem
ultrapassar 2 a 3 % do previsto para o desenvolvimento de um novo medicamento sintético
(CALIXTO, 2003).

Por outro lado, nos ultimos anos, hd um grande interesse € aumento na busca de
produtos naturais como recursos terapéuticos. Tal fato pode estar relacionado a diversos
fatores, como: efeitos indesejaveis e prejuizos causados pelo uso abusivo e/ou incorreto de
medicamentos sintéticos; o fato de que amplas camadas da populagdo mundial nio tém acesso
aos medicamentos e a medicina institucionalizada; a consciéncia ecoldgica e a crenca popular
de que o natural € inofensivo (RATES, 2001). No entanto, mesmo diante da grande
biodiversidade brasileira, ainda faltam muitos estudos para comprovar a eficicia e a seguranca
desses produtos naturais (CALIXTO, 2003).

Viérias plantas sdo testadas n3o apenas para demonstrar seu potencial
antimicrobiano direto, mas também como fontes de substincias com potencial de serem
agentes modificadores da acdo antibidtica (GIBBONS, 2004; GURIB-FAKIM, 2006).
Diversos compostos quimicos de origem sintética ou natural, além de apresentarem atividade
antibacteriana direta, elevam a atividade de antibioticos especificos, revertendo a resisténcia
de algumas cepas bacterianas a alguns antibiéticos, promovendo a eliminacao de plasmidios
que carregam determinantes de resisténcia e inibindo as funcdes de transporte da membrana
plasmatica de algumas classes de antibidticos. Portanto esse aumento da atividade antibidtica
ou a reversdo da resisténcia através de antibidticos, os identificam como agentes
modificadores da acdo antibidtica (MOLNAR et al, 2004; WOLFART et al, 2006).

Algumas plantas utilizadas popularmente como anti-inflamatérias possuem
considerada atividade antimicrobiana frente a vérios patdgenos, pois alguns traumas que
comprometem a integridade da barreira cutanea, constituem-se na principal causa de mudanca
do comportamento de bactérias que fazem parte da microbiota da pele para agente etioldgico

em infec¢des cutaneas (CAETANO et al., 2002; ZAVADINACK NETTO et al., 2008).
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Dessa forma, a pesquisa por produtos naturais que contenham principios ativos
como os da atividade antibacteriana intrinseca ou combinada, seja com antibidticos de
qualquer natureza, podem representar uma nova alternativa frente aos microrganismos
multirresistentes, além de impedir o contato destes com os antibiéticos, diminuindo o risco de
selecionarmos novos ou melhores mecanismos de resisténcia bacteriana. Para os pacientes, a
resisténcia antimicrobiana aumenta a morbidade e mortalidade, enquanto que para as
instituicdes de saude significa aumento nas despesas (DANCER, 2001). Assim, se poderia
redirecionar a industria farmacéutica de forma a melhorar a producdo e a utilizacdo de
fitoterdpicos como adjuvantes em determinados tratamentos contra agentes infecciosos ou em
outras doengas em geral.

Além disso, a escassez de estudos sobre as propriedades farmacoldgicas de
plantas em regides com ecossistema de alta diversidade, como a regido Nordeste do Brasil,
que tem uma predominante drea de Caatinga, pode abrir um leque de opgdes para estas
investigacdoes, bem como para descobertas de uma ampla diversidade de substancias,
considerando que este € um habitat especifico para plantas medicinais e aromadticas nao
encontradas em outras regides do globo (MAIA, 2004).

Diante do potencial botanico da Caatinga e da necessidade de se encontrar novos
compostos, a familia Euphorbiaceae tem destaque por ser uma das maiores entre as
dicotileddneas, compreendendo cerca de 300 géneros e 7500 espécies. No Brasil, existem 72
géneros e cerca de 1.300 espécies em todos os tipos de vegetagdo, sendo o género Croton o
segundo mais representativo, com cerca de 700 espécies (SANTOS et al., 2008).

As espécies de Croton e seus fitoquimicos estdo entre os temas mais pesquisados
nas dreas de quimica dos produtos naturais, farmacologia e etnofarmacologia, e novos dados
sdo publicados no meio cientifico rapidamente. Diversas partes da planta de Croton sao
utilizadas tradicionalmente para o tratamento de vérios problemas de saide (bronquite,
cancer, diabetes, dor, distirbios gastrointestinais e hepdticos, hipertensdo, inflamacdo,
leucemia, maldria, reumatismo e ulceras) (COSTA, 2007). Os cientistas tentam relacionar o
uso da planta medicinal com o efeito observado em ensaios farmacoldgicos dos extratos e
substancias isoladas. Apesar do amplo interesse da comunidade cientifica, considerando-se a
diversidade do género, a lista de espécies estudadas ainda é demasiadamente escassa.

Muitas espécies de Croton possuem forte potencial econdmico, especialmente
para a industria farmacéutica, devido aos diversos metabolitos secundarios encontrados
(PAYO et al., 2001), como: terpenoides (SALATINO et al., 2007; SANTOS et al., 2008;
SANTOS et al., 2009); alcaloides (MILANOWSKI et al., 2002; RISCO et al., 2003;
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ARAUJO-JUNIOR et al., 2004); flavonoides (TSACHEVA et al., 2004; PALMEIRA
JUNIOR et al., 2005; GONZALEZ—VAZQUEZ et al, 20006); triterpenos e esteroides
(MACIEL et al., 2000; CATALAN et al., 2003). Esses metabolitos secundarios sdo
responsdveis por uma vasta variedade de atividades farmacoldgicas, mas principalmente
atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias (SALATINO et al., 2007; CARNEIRO et
al., 2011; SA et al., 2011). Contudo, no que se refere ao Croton blanchetianus Baill, espécie
em foco neste estudo, embora ja se tenha conhecimento de suas propriedades quimicas, e suas
atividades bioldgicas ja tenham sido analisadas e comprovadas, ainda sdo escassos estudos
com suas substancias isoladas (RODRIGUES et al., 2013). Ressalta-se ainda que esse tipo de
Croton seja uma espécie endémica nativa da caatinga do Nordeste Brasileiro (CORDEIRO et
al., 2012).

A espécie Croton blanchetianus Baill, antes conhecida como C. sonderianus,
sofreu um reajuste na sua nomenclatura passando a ser chamada de C. blanchetianus
(GOVAERT; FRODIN; RADCLIFFE-SMITH, 2000). Tem sido indicada como uma planta
de grande potencial econdmico na regiio nordeste (ANGELICO, 2011). O metabdlito
secundério, diterpeno, e os constituintes do 6leo essencial, monoterpenos e sesquiterpenos,
sd0 os mais estudados no género Croton. Ja o grupo dos terpenoides € tdo complexo e diverso
que véarios compostos ainda ndo tiveram suas atividades elucidadas (DEWICK, 2009; FELIU,
2011).

Estudos realizados com espécies diferentes de Croton relatam a presenca do
composto de nome sonderianina (Cy;H605) (CRAVEIRO et al., 1981b; PERES et al., 1997).
Esse composto foi primeiramente obtido a partir do C. blanchetianus Baill, popularmente
conhecido como "marmeleiro preto” (MATOS, 1997; 1999; CHAVES; REINHARD, 2003).
Contudo, a sonderianina € um terpenoide clerodano que € pouco relatado na literatura em
relagdo as suas atividades antimicrobiana, antifingica, moduladora de drogas e atividade
farmacologica.

Antes de uma dada substincia comecar a ser explorada pela inddstria
farmacéutica, é fundamental que ela seja caracterizada para se identificar as principais
propriedades quimicas, fisicas, bioldgicas e, eventualmente, farmacoldgicas, medicinais, entre
outras. Conhecer as propriedades estruturais e espectroscopicas de uma molécula € de grande
importancia na inddstria 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 com o intuito de se alterar a solubilidade para melhorar a

biodisponibilidade em ensaios in vivo e in vitro; e ampliar a poténcia e seguranga, garantindo
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assim, um melhor perfil farmacocinético e farmacodinamico (RODRIGUES, 2001; SANTOS
et al., 2007; GIL et al., 2008; GUIMARAES, 2011).

Os métodos computacionais, utilizando célculos de primeiros principios ou ab
initio para caracteriza¢do de uma molécula estdo cada vez mais importantes em vdarias areas
da fisica e da quimica. Com o uso dessa técnica € possivel analisar as ligagdes quimicas,
calcular a energia de ionizacdo, afinidades eletronicas, a polarizabilidade, estudar os modos
normais de vibracdo, os espectros de absor¢cao e de emissao, susceptibilidades e propriedades
de ressondncia magnética nuclear (RMN) de moléculas (MARQUES; BOTTI, 2006). Os
métodos experimentais em espectroscopia fornecem contribui¢des relevantes para o estado da
arte da fisica atdbmica e molecular, da quimica e da biologia molecular. Muito do nosso atual
conhecimento sobre a estrutura da matéria é baseado em investigagdes espectroscopicas.
Informacgoes sobre a estrutura molecular e sobre a interacdo de moléculas com seus vizinhos
podem ser derivadas de diversos modos a partir dos espectros de emissdo e/ou absor¢cdo
gerados quando a radiagdo interage com os 4atomos e/ou moléculas da matéria
(ALCANTARA JUNIOR, 2002).

A modelagem molecular fornece informacdes importantes para o processo de
descoberta de farmacos. Ela permite a obten¢ao de propriedades especificas de uma molécula
que podem influenciar na interagdo com o receptor. Outras informacdes importantes também
podem ser obtidas a partir da comparacdo estrutural entre diferentes moléculas, o que pode
permitir a geracao de um indice de similaridade que pode ser correlacionado com a atividade
farmacol6gica (RODRIGUES, 2001).

A interacdo da radiacdo eletromagnética com o movimento vibracional dos
nicleos origina os espectros vibracionais no infravermelho e no Raman; neste contexto, a
espectroscopia no infravermelho apresenta-se como uma técnica analitica rapida, seletiva,
sensivel, de simples operacdo e baixo custo, além de apresentar elevada velocidade analitica,
possibilidades de uso em sistemas de controle on-line, e de constituir um método ndo
destrutivo e ndo poluente. Em virtude destas caracteristicas, esta técnica pode ser utilizada em
rotinas de andlises quimicas (RIBEIRO, 2012).

Por mais que existam considerdveis similaridades entre os espectros Raman e os
espectros no infravermelho (IR), existem claras diferencgas entre os tipos de grupos que sao
ativos no infravermelho e ativos no Raman para torné-las técnicas complementares, em vez de
competitivas. Recentemente, a espectroscopia Raman passou a ser uma ferramenta de rotina
gragas ao laser, aos arranjos de detectores e a disponibilidade de instrumentos comerciais a

um custo moderado; além de ser uma técnica amplamente utilizada para estudos de sistemas
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bioldgicos principalmente por necessitar de amostras pequenas, possuir baixa sensibilidade a
dgua, diferentemente do infravermelho, e fornecer detalhamento espectral muito ttil na
andlise de substancias organicas (HOLLER et al., 2009).

Apesar do crescente desenvolvimento e dos evidentes avancgos cientifico e
tecnoldgico da industria farmac€utica, existem ainda indmeras doengas que necessitam de
novos farmacos, com melhor perfil terapéutico para seu tratamento. Assim, a busca por novos
agentes terapéuticos ainda se faz necessdria nos tempos de hoje (AMARAL et al., 2003).

Na literatura ainda existem poucos trabalhos relatando atividades bioldgicas
oriundas de substancias isoladas a partir de C. blanchetianus, sendo no momento possivel
citar, apenas, a antibacteriana e antifingica (MCCHESNEY et al., 1991a), e em pesquisas
realizadas com a sonderianina, a mesma apresentou atividade especifica contra
Mycobacterium smegmatis e Staphylococcus aureus (CRAVEIRO et al., 1981b.;
CRAVEIRO; SILVEIRA, 1982). Portanto esta dissertagdo ird abordar esse tema, visto que a
sintese de novas substincias antimicrobianas com efeito indireto ou direto sobre o
microrganismo € importante, tendo em vista o aumento da resisténcia aos farmacos, e
consequentemente, o aumento da morbidade e mortalidade causada pelas infec¢des.

Também ndao ha nenhuma publicacio com a identificacio das propriedades
vibracionais e estruturais, utilizando-se espectroscopias de Infravermelho e espalhamento
Raman. Existe apenas a caracterizacdo da sonderianina por espectrometria de massa de alta
resolucdo (EM-AR), Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) e Cristalografia de Raios X
(CRAVEIRO et al., 1981b; PERES et al., 1987). Uma melhor elucidacdo da estrutura da
sonderianina serd de extrema relevancia para subsidiar trabalhos futuros que abordem a
modelagem molecular, como também estudos farmacolégicos, considerando também, que a
sonderianina apresenta uma baixa solubilidade em d4gua, o que prejudica sua
biodisponibilidade, entdo o conhecimento das propriedades estruturais da molécula podera
contribuir com a modificacdo molecular sem prejuizo da atividade biolégica (GIL et al.,
2008). Portanto, neste trabalho desenvolvemos estudo de espalhamento Raman,
espectroscopia Infravermelho e cdlculos tedricos de quimica quantica no composto
sonderianina com o objetivo de analisar suas propriedades estruturais e vibracionais.

A seguir, serdao apresentados os capitulos desta dissertacdo que consistem,
respectivamente, nos objetivos do estudo, seguidos do referencial tedrico, onde traz topicos
relacionados a bioprospec¢do de novos farmacos; caracteristicas filogenéticas e botanicas da
planta estudada; propriedades quimicas, estruturais e farmacoldgicas do género e da espécie

em questdo; consideragdes sobre a sonderianina; um tépico destinado a falar sobre o
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tratamento de doencas infecciosas causadas por bactérias e fungos; outro voltado ao estudo e
métodos de espectroscopia molecular, abrangendo aspectos sobre a Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) que o embasa; e o dltimo sobre Modelagem Molecular.

O quarto capitulo busca descrever os materiais € métodos utilizados para o
desenvolvimento do estudo, apresentando um tépico sobre o material vegetal; outro a respeito
das técnicas de extracdo e isolamento da sonderianina; determinacao da estrutura molecular; o
método de espectroscopia vibracional, bem como, métodos computacionais para a execugao
dos célculos tedricos; e as técnicas empregadas para a obtencdo da atividade antimicrobiana.

No quinto capitulo, temos os resultados e discussdao desta pesquisa, apresentando
uma descricdo detalhada das regides espectrais que se destacam pelos seus modos
vibracionais; e a atividade antimicrobiana da substancia frente a fungos e bactérias, bem como
sua atividade moduladora frente a antimicrobianos ja consagrados no mercado farmacéutico.

Os dltimos capitulos englobam as conclusdes da pesquisa, perspectivas para a

continuidade do estudo e referéncias utilizadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo do composto Sonderianina isolado de Croton

blanchetianus Baill. por meio de espectroscopia Raman e FT-IR identificando os modos

vibracionais e as propriedades estruturais da molécula com o auxilio de cdlculos teéricos de

quimica quantica, bem como avaliar a atividade antimicrobiana deste composto e a

modulagdo de antibidticos e antifingicos.

2.2 Objetivos especificos

Realizar medidas de caracterizagdo espectroscopica do composto Sonderianina
(C21H2605) por espectroscopias Raman e FT-IR com o propdsito de determinar os
modos vibracionais;

Fazer calculos tedricos de quimica quantica, usando a Teoria Funcional da Densidade
(DFT), para otimizagdo da geometria da molécula e obtencdo de seus modos normais
de vibragao;

Comparar as frequéncias experimentais obtidas por espalhamento Raman e
espectroscopia Infravermelho com aquelas obtidas pelos célculos tedricos de quimica
quantica;

Classificar os modos normais de vibracio da molécula isolada Sonderianina
(C21H2605) com base na distribui¢do de energia potencial (PED - do inglés Potential
Energy Distribution) e na visualizagdo dos estiramentos e deformacdes angulares;
Verificar a atividade antimicrobiana da Sonderianina frente a bactérias e fungos,
determinando a concentracao inibitéria minima do composto;

Avaliar o efeito da Sonderianina como modulador da atividade de aminoglicosideos
frente a linhagens bacterianas multirresistentes e de antiftingicos frente a fungos

patogénicos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Bioprospeccao Molecular: em busca de Novos Farmacos

Os procedimentos atuais de bioprospecc¢do e biotecnologia permitem descobrir
com eficiéncia novas substincias e dessas desenvolver novos bioprodutos agregando dessa
forma valor a biodiversidade. A Bioprospec¢do tem sido definida de vérias formas, pois se
trata de um topico abrangente e dependendo da drea do conhecimento que se aproprie do
termo € conceituada de uma forma ou de outra. No entanto, de um modo geral passa pela ideia
de busca por compostos organicos em microrganismos, plantas e animais que sejam uteis para
toda a humanidade (ASTOLFI FILHO; SILVA; BIGI, 2014).

Os grandes avangos da quimica e biologia, e a melhor compreensdao de vias
bioquimicas, alvos moleculares e de mecanismos que levam ao surgimento e desenvolvimento
de doencas, possibilitaram a descoberta de inovagdes terapéuticas relevantes, proporcionando
melhorias significativas na qualidade de vida de diversas popula¢des no mundo (GUIDO et
al., 2010). O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos € complexo, longo e de
alto custo, tendo suas raizes profundamente conectadas as inovacdes cientificas e tecnologicas
(GUIDO et al., 2008). As dificuldades especificas na drea de Farmacos e Medicamentos no
nosso pais tém inicio, dentre suas possiveis razdes histdricas, na época em que a nova
realidade da inddstria farmacéutica chega ao Brasil, contribuindo para a substituicdo das
boticas — onde se dispensavam medicamentos, em grande parte, manipulados — pelas
primeiras farmécias comerciais que ndo mais formulam e passam a vender medicamentos
industrializados (BARREIRO; FRAGA, 2005).

O Brasil consolida sua atividade industrial farmacéutica com as empresas
multinacionais instaladas aqui e passando a realizar apenas a quarta etapa da cadeia industrial
farmacéutica; transformar o farmaco - principio ativo do medicamento, ou insumo
farmoquimico (importado) - em medicamento, através da implantagdo da formulacdo galénica
(BARREIRO; FRAGA, 2005).

A bioprospec¢do, nesse contexto, aparece como uma vocacdo natural do nosso
ecossistema € passa a se constituir como uma meta estratégica para a propria seguranca
nacional do ponto de vista social, econdmico e ambiental; viabilizando alternativas para o
desenvolvimento sustentdvel e o aproveitamento da biodiversidade. A bioprospeccdo nao &

algo novo. Em épocas mais modernas nio faltam exemplos, e um dos mais conhecidos € a
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descoberta do 4dcido acetil salicilico (a aspirina), proveniente do salgueiro europeu, hd muito
tempo ja utilizado e que se tornou um medicamento tradicional em todo o mundo até hoje.
Faz-se necessdrio observar que o reconhecimento econOmico, com a valoracdo da
biodiversidade por diversos segmentos da industria, estabeleceu um interesse crescente do
setor produtivo no “assunto” bioprospec¢ao (ASTOLFI FILHO; SILVA; BIGI, 2014).

O planejamento e o desenho estrutural de novos padroes moleculares de
substancias que possuam propriedades farmacoterapéuticas uteis, capazes de representar
novos compostos-protétipos de farmacos, sao tarefas complexas pela multiplicidade de fatores
que influenciam a resposta terapéutica de uma substancia exdgena, por exemplo, farmaco, que
precisa apresentar elevada eficicia, reflexo das propriedades farmacodinamicas - aquelas que
regem as interacOes responsdveis pelo reconhecimento molecular do farmaco pelo
biorreceptor e resultam na resposta terapéutica desejada — e farmacocinéticas - aquelas que
governam os fatores de absorcdo, distribui¢do, metabolismo e eliminacdo do firmaco na
biofase, resultando no perfil de biodisponibilidade (BARREIRO; FRAGA, 2005). Uma vez
descoberto o novo composto-prototipo, a etapa seguinte na cadeia de inovagdo em farmacos é
sua otimizacdo. Nesta etapa, devem ser identificadas as distintas contribuicdes farmacoféricas
de todas as subunidades estruturais, de maneira a orientar as modificacdes moleculares a
serem introduzidas na estrutura do composto-protétipo ampliando a diversidade estrutural
deste padrao molecular, otimizando-a (BARREIRO; FRAGA, 2005). A Figura 1 mostra as

principais fases de desenvolvimento de um biofarmaco.

FIGURA 1-Representacio das etapas, tempo e custo do desenvolvimento de um biofarmaco.

PRECOS DAS ETAPAS (US Milhdes)

10-15M | 50- 70 M |

Descoberta Otimizagao

do Composto _d_o OmP._C'iSI'_I'O. Registro e

Lancamento

Lider Lider

Tempo Gasto (anos)

Fonte: ASTOLFI FILHO; SILVA; BIGI, 2014.
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A Fase de descoberta do Composto Lider ou Bioensaio caracteriza-se pela
descoberta de compostos orgadnicos que contém um principio ativo com ag¢do contra um
determinado alvo celular ou molecular (bioprospec¢do). Através de diferentes técnicas de
purificacdo, principalmente de precipitagdo diferencial, filtragdo e cromatografia, purifica-se o
principio ativo; e a partir de técnicas de espectrometria de massas, RMN, difracdo de Raios X,
dentre outras, determina-se a estrutura quimica da molécula, que pode ser chamada de
substancia ou composto lider. Na Otimizacdo do composto lider se produz derivados da
sustancia lider mais potentes ou mais permedveis ou com farmacocinética mais favoravel.
Nessa fase, testes em animais de laboratério sdo também realizados, obtendo-se informacgdes
sobre a eficicia e também dados preliminares de seguranca da utilizacdo da nova molécula.
Os Testes Pré-clinicos sdo realizados em animais (pelo menos dois tipos) para averiguar a
seguranca da utilizacgdo da nova molécula (toxicidade, mutagenicidade) e sua
imunogenicidade, bem como propriedades farmacoldgicas.

Nos Testes Clinicos da Fase I testa-se a seguranga e farmacocinética da nova
molécula em pequenos grupos de seres humanos normais e voluntarios (20 - 50 pessoas); nos
Testes Clinicos Fase II (ou Estudo Terapéutico Piloto) testa-se a eficdcia, confirma-se a
seguranca e coleta-se dados de biodisponibilidade e de dose x resposta em cerca de 100-200
pacientes; e nos Testes Clinicos Fase IIl — (Estudo Terapéutico) — trata-se de estudo
normalmente multicéntricos com cerca de 800-1000 pacientes e visa identificar a relacdo
risco/beneficio a curto e longo prazo das formulacdes do principio ativo, que se passar dessa
fase poderd ser considerada um novo farmaco. Na fase final que consiste no registro do
farmaco, dados clinicos sdo apresentados a Agéncia de Vigilancia Sanitdria, que poderd entdao
aprovar o lancamento do novo medicamento no mercado, concedendo o registro (ASTOLFI
FILHO; SILVA; BIGI, 2014).

A fase de Otimizacdo do composto-prototipo deve ser realizada simultaneamente
aquela da investigacao das propriedades de biodisponibilidade do protétipo-eleito, de maneira
a instruir sobre a necessidade de se introduzirem novas modifica¢cdes moleculares em sua
estrutura visando otimizar, também, as propriedades farmacocinéticas. Este procedimento
antecipa, por sua vez, preciosas informacgdes para a etapa futura de desenvolvimento galénico
do composto-protétipo descoberto (BARREIRO; FRAGA, 2005).

Para esclarecer a relevancia da produgdo de novos farmacos, cito por exemplo, a
bactéria Staphylococcus aureus que € um problema emergente de satude publica e traz grandes
preocupacdes tanto aos hospitais como as comunidades. Embora 37,2% das pessoas carreiem

normalmente esses cocos Gram-positivos em sua mucosa nasal, as infeccdes causadas por
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Staphylococcus aureus podem resultar em pequenas complica¢des, como doengas de pele até
em infec¢des mais graves, como osteomielites, endocardites e pneumonia (MATOUSKOVA;
JANOUT, 2009; CASTRO et al., 2009). Devido a mé utilizagdo dos antimicrobianos
disponiveis no mercado e a alta capacidade adaptativa da bactéria Staphylococcus aureus,
houve uma selecdo de resisténcia destes microorganismos a diversos antimicrobianos.
Atualmente, amostras da Staphylococcus aureus resistentes a meticilina sdo
reconhecidamente um dos principais problemas de infeccao hospitalar, também com relatos
de infec¢des em animais (DIAS, 2010).

No ambiente hospitalar, as fontes de maior contaminag¢do sdo os aparelhos de
respiracdo, sistemas de hemodidlise, pias e artefatos de limpeza. A taxa de colonizacdo por
Pseudomonas aeruginosa na mucosa e pele de pacientes hospitalizados em uso de antibidticos
de amplo espectro, tratamento quimioterdpico ou que utilizam mecanismo artificial de
respiragdo pode exceder 50% (POLLACK, 2003). As infec¢des adquiridas em hospitais sdao
marcadas por uma forte caracteristica: a multirresisténcia (FERREIRA, 2010).

Portanto as estratégias de bioprospec¢do molecular a partir da biodiversidade,
torna possivel a descoberta de inimeras substincias que nao venham provocar resisténcia,
como também produzir novas férmulas para os mais variados fins, como por exemplo: novos
farmacos como antibidticos, antineopldsicos, antimaldricos, neuroativos, antiparasitarios;
fitoterdpicos e cosméticos; corantes e aromatizantes naturais; novos procedimentos de
controle biolégico de pragas e doencas; desenvolvimento de novas fontes de alimentacgdo;
novos biomateriais como plasticos biodegraddveis, sedas e diferentes tipos de fibras
(ASTOLFI FILHO; SILVA,; BIGI, 2014).

Para a descoberta de novas substancias obtidas a partir da bioprospeccdao de
produtos naturais, diferentes estratégias podem ser utilizadas, como a etnofarmacologia, a
quimiosistemaética, ecologia molecular e a tentativa de erro.

Segundo o documento da Convencdo da Biodiversidade (RIO DE JANEIRO —
1992) biotecnologia significa qualquer aplicagcdo tecnoldgica que utilize sistemas bioldgicos,
organismos vivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar produtos ou desenvolver
processos para utilizacdo especifica. A biotecnologia é essencialmente multi e interdisciplinar
envolvendo areas como: biologia geral, quimica, biologia celular, genética, bioquimica,
biofisica, biologia molecular, engenharia genética, engenharia quimica, farmécia, medicina,
nanotecnologia, direito, comunicag¢do, entre outras.

Desta forma, podemos dizer que a bioprospeccdo e a biotecnologia sio

procedimentos complementares e de suma importincia para o desenvolvimento de
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bioprodutos. Com isso, a pesquisa em bioprospec¢do, relacionada a descoberta de novas
moléculas, tem avancado muito, tendo a aplicacdo de procedimentos de bioprospeccio e
biotecnologia como de grande importancia para resolver vdrios problemas da sadde atual

(ASTOLFI FILHO; SILVA; BIGI, 2014).

3.2 A familia Euphorbiaceae

Malpighiales ¢ uma ordem de plantas angiospérmicas que possuem 15.935
espécies distribuidas em 39 familias e 716 gé€neros, dentre as quais Euphorbiaceae. O registro
fossil sugere que as Malpighiales surgiram ha aproximadamente 106 milhdes de anos atrds
(periodo Cretaceo, era Mesozoica, €on Fanerozoico), sendo verificado um pico de
diversificagcao hd 90 milhdes de anos (DAVIS et al., 2005).

Atualmente as Malpighiales apresentam 7,8% de todas as espécies de
eudicotiledoneas do planeta. Junto com Ericales, € a ordem com maior relevancia em espécies
de mata priméria e secunddria de florestas tropicais. Outro dado relevante € que as
Malpighiales correspondem a 28% do total de espécies e até 38% do total de plantas em
florestas latifoliadas imidas de clima tropical (DAVIS et al., 2005).

A familia Euphorbiaceae ¢ uma das maiores entre as dicotiledoneas,
compreendendo cerca de 300 géneros e 7500 espécies. No Brasil, existem 72 géneros e cerca
de 1.300 espécies em todos os tipos de vegetacdo (SANTOS et al., 2008). Ainda hoje
constitui a sexta maior familia entre as Angiospermas, depois de Asteraceae, Poaceae,
Fabaceae, Orchidaceae e Rubiaceae (RADCLIFFE-SMITH et al., 2001). Euphorbiaceae,
abrange ainda as subfamilias Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae
e Euphorbioideae, (WEBSTER, 1994; CHASE, 2002; WURDACK, 2002; APG II, 2003;
WURDACK; HOFFMANN; CHASE, 2005). De acordo com Secco (2005), Euphorbiaceae
conta com diversas espécies de interesse econdmico, destacando-se Hevea brasiliensis Miill.
Arg. (seringueira), Manihot esculenta Crantz (mandioca ou cassava), Ricinus comunis L.
(6leo de ricino, castor oil), Croton cajucara L. (sacaca, rica em linalol) e Phyllanthus niruri
L. (quebra pedra) e Croton blanchetianus Baill. (marmeleiro).

A quimica das Euphorbiaceae é uma das mais complexas e interessantes entre as
familias de eudicotiledoneas, podendo ser até mesmo comparada a sua alta diversidade
biologica (SEIGLER ef al., 1998). Uma diversidade de euforbidceas € utilizada com
finalidade alimentar, ornamental e como fonte de precursores quimicos, resinas, lubrificantes

e ativos medicinais. Em termos medicinais, as euforbiaceas sio comumente foco de estudo.
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Em 2009, em estudo realizado por Cardoso-Lopes e colaboradores, concluiram
que as altas taxas de cafeina em ‘“tamanqueira” (Pera glabrata) conferem a esta espécie
atividade antiftingica, além de poder ser usada no tratamento visando a reducdo da perda de
memoria decorrente do mal de Alzheimer. Ja em Forero et al. (2008) foram estudadas sete
espécies de euforbidceas, sendo que trés (Phyllanthus niruri, Euphorbia pulcherrima e
Cordiaeum variegatum) apresentaram atividade antiviral sobre o virus influenza. A espécie
Phyllanthus emblica, rica em sesquiterpenos e flavonoides (bisabolol e campferol,
respectivamente), apresenta atividade de redugdo dos niveis de colesterol HDL em ratos,
levando a regulacdo das taxas glicémicas e podendo ser utilizada em medicamentos para
tratamento do diabetes (KRISHNAVENI ez al., 2010).

Os diterpenos sdo considerados o grupo de substincias mais caracteristico e
complexo da familia, principalmente os compostos com esqueletos do tipo caurano, clerodano
e furano (SALATINO et al, 2007). O latex das euforbidceas € bastante rico em diterpenos do
tipo éster de forbol, com atividade citotéxica. Os diterpenos do tipo clerodano sd@o os mais
comuns do Croton, como por exemplo, a cascarilina e os furoclerodanos de Croton eleuteria,
que conferem atividade analgésica, antiespasmoddica e antitérmica (FATTORUSSO et al.,

2002).

3.3 Consideracoes sobre o género Crofon e suas atividades biolégicas

O género Croton, em 1753, foi apresentado por Linnaeus ao expor 13 espécies da
Asia e Africa na primeira edicio de Species Plantarum. Posteriormente, o género recebeu
importancia de diversos estudiosos (Baillon, 1858; Mueller, 1865, 1866 e 1873; e Bentham
em 1880), destacando-se Webster (1992, 1993, 1994, 2001), que propds a classificagdao
infragenérica mais atual para o género (SILVA; SALES; CARNEIRO-TORRES, 2009).

O género Croton (C.), cujo significado do seu nome ¢ “carrapato”, ¢ o segundo
maior da familia Euphorbiaceae e pertence a subfamilia Crotonoidae e tribo Crotoneae
(BRAGA, 1976). A familia Euphorbiaceae tem destaque, pois possui aproximadamente 317
géneros e 7500 espécies. No Brasil, existem 72 géneros e cerca de 1.300 espécies em todos os
tipos de vegetacao, sendo o género Croton, o segundo mais representativo, com cerca de 700
espécies em todo o globo (SANTOS et al., 2008). Ele é amplamente distribuido em regides

quentes da Terra, sendo menos frequente em regides temperadas e raramente encontrado em
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regides frias (HELUANI et al., 2000) A Figura 2 mostra a distribui¢cdo do género Croton com

seu respectivo nimero de espécies.

FIGURA 2-Distribui¢io do género Croton.
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Fonte: BERRY et al., 2005.

As espécies desse género estdo predominantemente nas Américas, embora
algumas espécies atinjam a Africa, Asia e Oceania. Os principais centros de diversidade do
género encontram-se na América do Sul, Antilhas e México (BURGER; HUFT, 1995). No
Brasil, existem em torno de 354 espécies de Croton (BERRY, 2002).

Salatino e seus colaboradores (2007) relatam em sua pesquisa véarias plantas do
género Croton que sdo nativas da América do Sul, América do Norte e Central, Africa e Asia,
que possuem uso tradicional como planta medicinal e que tiveram os seus efeitos
farmacoldgicos comprovados cientificamente. Considerando as diversas espécies presentes na
América do Sul que tém sido ressaltadas em pesquisas de prospecgdo fitoquimica das
propriedades medicinais estdo: C. betulaster Mill. Arg., C. brasiliensis Mill. Arg., C.
cajucara Benth., C. celtidifolius Baill., C. dracanoides Miill. Arg., C. eluteria Bennett., C.
lechleri L., C. lobatus L., C. luetzelburgii Pax. et Hoffm., C. malambo Karst.,C. moritibensis
Baill.,, C. muscicarpa Miill. Arg., C. nepetaefolius Baill.,, C. palanostigma Klotzsch., C.
salutaris Casar., C. schiedeanus Schlecht., C. sellowii Baill.,, C. blanchetianus Baill., C.
urucurana Baill., e C. zehntneri Pax. et Hoffm.

Seu potencial econdmico principalmente dentro da industria farmacéutica se deve
a sua alta concentracdo de diferentes metabdlitos secunddrios: alcaloides, flavonoides e
terpenoides (RIZSCK, 1987; PAYO et al, 2001; RANDAU et al., 2002), que conferem

propriedades terapéuticas a muitas espécies. Estudos fitoquimicos t€ém demonstrado que os
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metabolitos secunddrios ndo volateis mais abundantes das espécies deste género sdo produtos
naturais pertencentes principalmente a classe dos terpenos, especialmente diterpenos, que
isolados mostraram-se bioativos. Esses apresentaram interessantes propriedades bioldgicas
como atividade antitumoral, antiinflamatdria, antimicrobiana, inseticida e antiespasmoddica
(DOURADO, 2003).

Estudos, direcionados a diversas espécies do género Croton, t€ém mostrado
diferentes atividades farmacoldgicas, como: atividade antiinflamatéria e antioxidante de C.
celtidifolius (NARDI et al., 2003); antileishmanicida de C. cajucara (SOCORRO et al.,
2003); antinociceptiva de C. cajucara (CAMPOS et al., 2002); antiulcerogénica e citotdxica
de C. cajucara (ALMEIDA et al., 2003); hipoglicémica e hipolipidémica de C. cajucara
(SILVA et al., 2001); antimicrobacteriana e antimalérica de C. kongensis (THONGTAN et
al., 2003); antinociceptiva e antiinflamatéria de C. malambo (SUAREZ et al., 2003);
antimicrobiana de C. blanchetianus MCCHESNEY et al., 1991a); purgativa de C. campestris
(BABILI et al., 1998); hipotensora e narcética de C. eluteria (VIGOR et al., 2001).

Virios tipos de venenos, usados por sociedades primitivas, também sdo atribuidos
ao género Croton (BABILI et al., 2006). Ainda tratando-se das propriedades advindas de
Oleos essenciais, destacamos a existéncia de acdo antimicrobiana, anti-inflamatéria e
analgésica (PATTNAICK et al., 1997; SIANI et al., 1999. ; SANTOS; RAO, 2000;
MEDEIROS et al., 2003). O 6leo essencial e seus constituintes t€m um papel como agentes
aromatizantes na industria, como fragrancias para perfumaria e em formulacdes de drogas por
parte da industria farmacéutica (LEVISON et al., 1994; DE VINCENZI et al.,1996;
BRUNETON, 1999). Estudos anteriores tém descrito o efeito antinociceptivo de o6leos
essenciais obtidos de algumas espécies como o C. cajucara Benth e C. nepetaefolius Baill
(marmeleiro vermelho) em ratos (BIGHETTI et al., 1999; . ABDON et al., 2002).

O Croton também contém um grupo de funcdes importantes dentro do
ecossistema terrestre, suas caracteristicas se devem a alta producdo de flores e frutos quase o
ano inteiro. Tornando-se indicada para restaurar areas que foram desmatadas (LIMA,
PIRANI, 2008). Neste género é onde se encontram as grandes populagdes vegetais de
marmeleiros e velames na vegetagdo secundaria, principalmente da Caatinga (CRAVEIRO et
al., 1981a). Muitas espécies do género Croton sdo odoriferas e apresentam contetido
relativamente rico em Oleo essencial, que estd distribuido em todos os 6rgdos da planta,
principalmente nas folhas e nas cascas do caule (CRAVEIRO et al., 1981a).

A literatura segundo Craveiro (1981a) descreve o género Crofon da seguinte

forma: Espécies desse género sdao representadas por arvores, arbustos, subarbustos, ervas e
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raramente lianas. Podem ser monoicas ou dioicas, com tricomas de formas variadas
(estrelados, escamiformes, etc.). As folhas apresentam revestimento piloso, inteiras ou
raramente trilobadas com estipulas, principalmente nos ramos jovens e novos. Algumas
possuem pélos estrelados enquanto outras apresentam pélos lepdotos ou escamosos. As flores
de ambos os sexos sdo pequenas, esbranquicadas e dispostas em racemos algumas vezes
espiciformes, dispondo-se as masculinas, geralmente mais numerosas, na parte apical e as
femininas na parte basal. Suas pétalas sdo livres e em nimero de cinco, enquanto que o
numero de estames varia de acordo com a espécie, nunca sendo inferior a cinco. J4 o fruto é
uma cépsula triococa, varia de 2 a 6 mm de didmetro e as sementes sdo geralmente escuras e
oleaginosas.

De acordo com Gomes, Sales € Berry (2010) o género Croton encontra-se
presente no Brasil, especificamente, na Bahia (Chapada Diamantina), Ceard (Aiuaba, Planalto
da Ibiapaba, Serra do Araripe), Paraiba (Pico do Jabre), Pernambuco (complexo de montanhas
bacia do Jatobd) e Piaui (Serra das Confusdes), limitada, provavelmente as montanhas de
arenito, cordilheiras e planaltos, geralmente em areas acima de 700 m de altitude. Ocorre em

caatinga de areia, carrasco e cerrado.

3.4 Componentes quimicos do género Croton

Os componentes quimicos das plantas do género Croton sdao bem diversificados e
parece existir uma afinidade quimica entre as espécies associadas a sua distribui¢do
geografica (SALATINO et al., 2007). Muitas espécies deste gé€nero sdao aromdticas,
indicando a presenca de 6leos voldteis que podem conter mono e sesquiterpenoides e, as
vezes, compostos derivados do chiquimato (OLIVEIRA et al., 2001a; LOPES et al., 2003;
SALATINO et al., 2007).

As plantas do género Croton também sdo fontes de diferentes classes de
alcaloides, sendo que esse metabdlito ndo € cldssico em plantas da familia Euphorbiaceae
(AMARAL; BARNES, 1998; MILANOWSKI et al., 2002). Ja o latex é uma substincia
caracteristica de Euphorbiaceae e geralmente estd associado a propriedades medicinais. Vérias
espécies de Croton contém esse composto que pode ser de cor vermelha e conter pro-
antocianidinas e/ou alcaloides (SANDOVAL et al., 2002; RISCO et al., 2003). Outros
metabolitos frequentemente relatados sdo os triterpenos € compostos fendlicos, como

flavonoides, lignoides e pré-antocianidinas (SALATINO et al., 2007; BARRETO et al.,
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2013). J4, quando se trata dos metabolitos secunddrios ndo volateis, estudos fitoquimicos
também tém demonstrado que os mais abundantes das espécies deste género sdo produtos
naturais pertencentes principalmente a classe dos terpenos, especialmente diterpenos, que
isolados mostraram-se bioativos. Apresentaram interessantes propriedades bioldgicas como
atividade antitumoral, anti-inflamatéria, antimicrobiana, inseticida e antiespasmddica
(DOURADO, 2003).

Os terpenoides sdo constituidos por unidades isoprénicas pentacarbonadas que sao
classificados quanto ao nimero de unidades de isoprenos em sua estrutura. Eles podem ser
dos seguintes tipos: monoterpenos (2 unidades, 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).

Diterpenos, dentro da classe dos terpenos, sdo metabdlitos secunddrios derivados
do 4cido mevalonico. Possuem grande variedade de estruturas, que contem 20 4tomos de
carbono. O interesse no isolamento deste composto estd em crescimento devido suas
atividades bioldgicas, funcdo ecoldgica, utilidade como modelo em sinteses e funcdes
taxonomicas (PALMEIRA JUNIOR et al., 2006). Desconhece-se a regra fisiologica dos
diterpenos no metabolismo secunddrio das plantas das quais eles sdo extraidos, entretanto
acredita-se que a habilidade de sintetizar estes compostos traga beneficios as plantas
(GEBBINCK et al.,2002).

Dentro da classe dos diterpenos, existe um grupo chamado de clerodanos, ao qual
pertence a maioria dos diterpenos isolados das espécies de Croton. A figura 3 apresenta o

esqueleto de um diterpeno clerodano.

FIGURA 3-Esqueleto de diterpeno clerodano.

Clerodano

Fonte: FELIU, 2011.
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Segundo publicacdo de Palmeira e colaboradores (2006), o género Croton é
bastante rico em diterpenos cledoranos, que podem ser encontrados em distintas partes das
plantas, inclusive nos 6leos essenciais. Para o género Crofon, existem muitos diterpenos

clerodanos distintos, cujas estruturas sdo relatadas na literatura, e relacionados no Quadro 1.

QUADRO 1- Diterpenos clerodanos em algumas espécies de Croton

Espécie Diterpenos Clerodanos
trans-crotonino trans-dehidrocrotonino cajucarino A, B e f
C. cajurara cajucarinolido sacarino
cascalino cascarilona cascarilinos
C. eleuteria casacariladiona eleuterinos pseudoeleuterino B
sonderianino 15,16-epoxy-3,13(16)-clerodatrieno-2-ona

C. urucurana 12-epi-metilbarsbacoato

crolequinol Acido clorequinico korberinos
C. lechteri metil-barsbacoato

sonderianina cleisthantane
C. blanchetianus | hardwickiic

crotocorilifurano
C. zambesicus crotozambefurano

Fonte: Autora, adaptado de PALMEIRA et al., 2006

3.5 Atividades bioldgicas de Croton blanchetianus Baill

Dentre as espécies de Crofon relatadas na literatura cientifica que tiveram as
propriedades farmacoldgicas e antimicrobianas do seu dleo essencial e extrato investigada e
comparadas com o uso popular, estd a espécie C. blanchetianus, antes denominada por C.
sonderianus (GOVAERT, FRODIN; RADCLIFFE-SMITH, 2000). Esta espécie ¢
exclusivamente brasileira, encontrada nos estado de Alagoas, Bahia, Ceard, Minas Gerais,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe. Seu habitat é principalmente a
regido entre as bacias do Rio Sdo Francisco e Parnaiba (CRAVEIRO et al., 1981a) mas
também encontra-se presente em vegetacdo de carrasco e de caatinga (GOMES, 2006). Cresce
de forma silvestre desde o Piaui e o Nordeste até Minas Gerais, ocupando as areas desmatadas
e formando grandes conjuntos relativamente homogéneos na Caatinga que somam alguns
milhares de hectares (LORENZI; MATOS, 2002). Na Chapada do Araripe, mais
especificamente, em Barbalha-CE, o periodo de floragdo e frutificagdo ocorre entre os meses
de fevereiro e abril (COSTA; ARAUJO; LIMA-VERDE, 2004). Popularmente é conhecida

como marmeleiro, € também como marmeleiro-escuro ou marmeleiro-preto, em virtude de




35

seu tronco e ramos possuirem um aspecto geral escuro (SILVEIRA, 1979). Seu aspecto visual

na Figura 4.

FIGURA 4 - Planta Croton blanchetianus Baill.

Fonte: MAIA, 2007.

O fato de crescer de forma silvestre ocupando as dreas desmatadas e formando
grandes conjuntos relativamente homogéneos na caatinga se deve a sua grande capacidade de
resisténcia a seca e de rebrotar intensamente na época das chuvas mesmo sendo cortada pelo
homem, permitindo que o marmeleiro se difunda por quase toda a area da caatinga, com
exce¢do apenas, dos espagos extremamente Secos.

Segundo Silveira (1979) a espécie C. blanchetianus pode ser descrita
botanicamente como planta arbustiva, podendo chegar a pequena arvore. Trata-se de uma
arvore caducifélia com até 4 m, com ramos, folhas e cascas aromdticas. As folhas sdo pilosas,
oblongo lanceoladas, de tamanho médio e nervagdo pinada, base cordada e apice acuminado.
Os ramos possuem tragos escuros que justificam o nome de marmeleiro preto com o qual a
planta € vulgarmente conhecida. As flores sdo dispostas em racemos alongados (CRAVEIRO
et al., 1981a). Além de ramos e racemos, apresenta peciolos e na parte inferior das folhas,
delicado indumento de pelos estrelados de cor acinzentada, as vezes com brilho vitreo,
densamente tomentoso e nao lepdoto. Os ramos sdo quase cilindricos, apresentando sua
seccao transversal eliptica. As folhas medem cerca de 10 a 14 cm de comprimento por 5 a 7
cm de largura na parte mais inferior, sdo triangular-ovais ou quase triangular-lanceoladas, de
apice acentuadamente acuminados e levemente cordatas na base, glandulosas, peninérvias,

com 4 a 6 nervuras secunddrias que se aproximam da base, apresentando estipulas ceticeas,
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alongadas, levemente lacinadas. O peciolo € 4 a 5 vezes mais curto que o limbo. Os racemos
possuem flores abundantes com bracteas linear-lanceoladas cada uma com uma flor. A flor
feminina destituida de pétalas apresenta cdlice pentafendido, com lobos orbicular-ovais,
obtusos, ondulados nas margens e acrescente superando quase a metade da cdpsula. Os
lacinios subsaccato-reflexos apresentam sinuosidades. O ovério € viloso-tomentoso. As
capsulas medem cerca de 7 mm de comprimento, sdo depresso-globosas e as sementes 5 mm
de comprimento por 4 mm de largura (SILVEIRA, 1979).

C. blanchetianus apresenta-se como arbusto nas capoeiras do sertdo ou drvore
quando cresce nas matas (MATOS, 1997). Fornece estacas e varas curtas para cercas, bem
como para preparacio de armadilhas para pesca da lagosta. E usado como forragem para
alimentacdo de bovinos, ovinos e caprinos.

Na medicina popular, as folhas e as cascas desta espécie sdo utilizadas por meio
de infusdo ou via oral (mastigacdo de pedacos) para o tratamento de distirbios
gastrointestinais, inchaco, dor de cabecga, reumatismo e ainda como antiparasitario ( MATOS,
1997; MATTOS, 1999; CHAVES; REINHARD, 2003; FRANCO; BARROS, 2006). A
literatura etnofarmacoldgica ainda cita o uso de suas cascas no tratamento de hemorroidas
inflamadas e nos casos de hemorragia uterina (LORENZI; MATOS, 2002; LIMA, 1996).

Um estudo fitoquimico desenvolvido com o extrato hexanico do lenho do caule de
C. blanchetianus (coletado em Sobral — Ceard) revelou um diterpeno acido de nome ent-
beyer-15-en-18-oic com atividade antimicrobiana contra Staphylococus aureus e
Mycobacterium smegmatis (McCCHESNEY et al., 1991a). A literatura cientifica também relata
o estudo do extrato hexanico das raizes desta espécie, coletadas no mesmo local, onde os
ensaios bioldgicos revelaram interessantes resultados contra bactérias Gram-positivo: Bacillus
subtilis, Staphylococus aureus, e bactérias Gram-negativo: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Mpycobacterium smegmatis;, contra fungos: Candida albicans,
Sacharomyces cerevisae e outros microorganismos (McCHESNEY er al, 1991a;
DOURADO, 2003). Seu extrato pode ser um meio alternativo para o controle de patégenos
na pratica odontoldgica (SILVA, 2011).

Esta planta também € rica em diterpenos clerodanos do tipo cleisthantane, com
diversificada atividade biol6gica (MCCHESNEY et al., 1991a). A partir dos extratos da raiz
de C. blanchetianus, dois compostos de diterpeno, o hardwickiic e 4cidos 3.4-
secotraquilobanoico, foram isolados e descritos por possuirem propriedades antibacterianas e

antifungicas (MCCHESNEY ez al., 1991b). J4 a sonderianina foi pela primeira vez obtida a
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partir do C. blanchetianus, também apresentando atividades antimicrobianas (CRAVEIRO et
al., 1981; PERES et al., 1997; MATOS, 1997; 1999; CHAVES; REINHARD, 2003).

Na composi¢ao quimica de sua madeira, foram encontrados a scopoletina, que é
uma hidroxicumarina, e varios diterpenos (MORS et al., 2000). Testes fitoquimicos do C.
blanchetianus ainda indicaram a presenca de terpenos, esteroides e taninos (SANTOS et al.,
2003). E comprovado como responsével pelo cheiro aromético das folhas e das cascas do
tronco, um Oleo essencial de composi¢do complexa, contendo pineno, cinfora e guaiazuleno,
além de varios outros mono e sesquiterpenos (CRAVEIRO et al., 1978; CRAVEIRO;
SILVEIRA, 1981a). O ¢leo essencial apresenta efeito antinociceptivo (CARNEIRO-
LOUREIRO, 2003; SANTOS et al., 2005) e mostrou-se rico em compostos com potencial de
acdo inseticida, além de atividades antimicrobiana, antihelmintica, antimaldrica e

leshmanicida (ENAN, 2001; LIMA et al., 2006).

3.6 Consideracoes sobre a Sonderianina

7z

A sonderianina € classificada como um diterpeno clerodano que compreende
quatro anéis (CRAVEIRO et al, 1982). A estrutura molecular da sonderianina ¢&
caracterizada por um anel do tipo furano, um anel tipo fy-butirolactona e dois anéis

condensados, dos quais, um encontra-se ligado a um éster, como mostra a Figura 5.

FIGURA 5-Estrutura quimica da sonderianina (C,;HyOs).

Anel tipo y-butirolactona

Anel tipo Furano

Ester —

Fonte: Autora.
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Esse composto foi obtido pela primeira vez a partir do C. blanchetianus Baill,
isolado da sua cerne (MAC CHESNEY; CLARK, 1991; MATOS, 1997; 1999; CHAVES;
REINHARD, 2003), mas ele também j4 foi isolado da casca do caule de C. urucurana Baill
(CRAVEIRO et al., 1981b; PERES et al., 1997). Quando isolado a partir do caule de C.
blanchetianus, sua estrutura foi elucidada por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e por
andlise de cristalografia de Raios-X (CRAVEIRO et al., 1981b). Contudo, a sonderianina é
um diterpeno clerodano que € pouco relatado na literatura em relacdo as suas atividades
antibacteriana e antifiingica e ndo foi encontrado nenhum estudo quanto a sua agdo
moduladora de drogas e atividade farmacoldgica.

Em pesquisa realizada por Craveiro et al, a mesma apresentou atividade
antimicrobiana contra Mycobacterium smegmatis e Staphylococcus aureus (CRAVEIRO et

al., 1981a.; CRAVEIRO; SILVEIRA, 1982).

3.7 Tratamento de doencas infecciosas causadas por bactérias e fungos

E alta a incidéncia de doencas infecciosas causadas por microrganismos
patogénicos (como por exemplo, bactérias, virus, fungos e parasitas) que invadem as células
do hospedeiro para se reproduzirem. Essas enfermidades representam graves problemas de
saude publica que afetam uma parcela significativa da populacdo mundial e, devido ao seu
aspecto socioecondmico, sdo considerados um dos principais desafios para o século XXI,
principalmente nas regides mais pobres e vulnerdveis do planeta. Segundo a OMS, as doencgas
infecciosas s@o responsdveis por aproximadamente um ter¢co das causas de mortalidade no
mundo. A associacdo entre essas enfermidades e a baixa renda das populacdes mais carentes,
fica evidente ao se constatar que as doencas infecciosas ocupam a primeira posi¢ao entre as
principais causas de morte e incapacidade permanente nos paises em desenvolvimento
(SANTOS, 2006; WHO, 2008; GUIDO et al., 2010).

No caso de infec¢des causadas tanto por fungos como por bactérias, o0 aumento

dessas € considerdvel, devido a inducdo de resisténcia das bactérias aos antibidticos e ao

desenvolvimento de toxicidade, apds o tratamento prolongado com muitos antifingicos

(¢S

(GIORDANI et al., 2001). A terapia tradicional para enfermidades causadas por fungos

(€N

restrita em comparacdo com o tratamento para infec¢des bacterianas, visto que o fungo
eucarionte, entdo se torna mais dificil o desenvolvimento de uma droga que seja seletivamente

toxica para fungo e que ndo seja para as células do hospedeiro (HARRIS, 2002). Muitos
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compostos quimicos, sintéticos ou semissintéticos e produtos naturais, estdo sendo elucidados
devido as suas propriedades antimicrobianas. A utilizacio de extratos de plantas e
fitoquimicos com propriedades antiflingicas e antibacterianas tem apresentado grande
importancia para o tratamento terapéutico (FONTENELLE et al., 2007, MATIAS et al.,
2011; MORAIS-BRAGA et al., 2013).

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). Dentre as drogas existentes
para o tratamento de infec¢dOes bacterianas e flingicas, a quantidade de farmacos antiftingicos
em uso € bem limitada quando comparada com os antibidticos e, na maioria das vezes,
possuem alguma limitagdo na sua eficdcia ou na toxicidade terapéutica (RUIZ-HERRERA;
SAN-BLAS, 2003).

O uso exacerbado e inadequado de algumas drogas para o tratamento de doencas
patogénicas em humanos tem provocado o aumento da incidéncia de resisténcia microbiana,
principalmente quando se faz uso prolongado de apenas uma classe de antimicrobiano
(ZEMBOWER et al., 1998; FLUIT; SCHMITZ, 1999). Os mecanismos de resisténcia dos
microrganismos aos antifingicos e antibiéticos ainda sdo pouco elucidados.

A selecdo das linhagens bacterianas e fungicas testadas neste estudo foram
baseadas em sua relevancia para a clinica médica e em seus mecanismos de resisténcia frente
a antimicrobianos utilizados atualmente. Alguns estudiosos dizem que a infec¢do tenha uma
associacdo direta com os servicos de saude, de tal forma que reconhece os agravos como
exclusividade de situagdes de internacdo hospitalar, que podem acontecer por causa do
contato do paciente com bactérias e outras modalidades de infecgdes hospitalares no
atendimento ambulatorial, na rotina hospitalar (MCKIBBEN et al, 2005). O género
Staphylococcus de bactérias sao disseminados na natureza assim como também na microbiota
normal da pele e na mucosa dos pdssaros. Algumas espécimes de Staphylococcus sao
constantemente identificadas como agentes etiolégicos de infeccdes oportunistas em muitos
animais e também em humanos (NOSTRO et al, 2004; COUTINHO er al, 2009).
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus e
Staphylococcus haemolyticus sdo as espécies mais marcantes por acarretar infecgdes nos seres
humanos a nivel hospitalar. Além de promover tipos distintos de intoxicacoes.

Portanto, é de grande importincia uma busca continua por novos principios ativos
contra bactérias e fungos amplamente conhecidos. Tal fato leva a um interesse em pesquisar

compostos naturais (MACHADO, 2007). A rédpida evolugdo da resisténcia aos
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antimicrobianos e o desaceleramento no desenvolvimento de novos farmacos, leva a busca
por alternativas como o tratamento com multidrogas (KEITH; BORISY; STOCKWELL,
2005). O teste da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) € utilizado para avaliar o nivel de
eficiéncia de uma substancia, pois quanto menor € o valor da CIM, maior € a atividade da
substancia no organismo usado no teste. Um dos parametros analisados para se verificar se
uma substancia isolada € realmente vidvel para tornar-se um farmaco é a menor concentracdo
necessaria para que ela demostre efeito inibitério (AZEVEDO, 2010).

Lopez (2010) analisando a capacidade antimicrobiana dos extratos brutos
metanodlicos das folhas e cascas de Croton urucurana Baill., constatou que esses extratos das
folhas ndo inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli; no entanto, o
extrato bruto metandlico das cascas inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus, sendo
que esse resultado foi menor do que o encontrado para o antibidtico gentamicina.. Nader
(2010), analisando o potencial antimicrobiano de extratos vegetais de espécies de uma area de
cerrado da Reserva Ecoldgica Ecocerrado Brasil, no municipio de Araxd - MG, frente a
estirpes de Staphylococcus aureus, constatou que os extratos cloroférmico e hexéanico de
Croton antisyphiliticus Mart., apresentaram atividade bactericida, e expressiva atividade

antimicrobiana, atuando sobre cinco, das seis estirpes em teste.

3.8 Espectroscopia molecular

A espectroscopia € a ciéncia que analisa a interacdo da radiacio eletromagnética
com a matéria, possuindo como objetivo a determinacdo da configuragdo dos niveis de
energia (eletronica, vibracional e rotacional) de d&tomos ou moléculas. Com a utilizagdo dessa
técnica, obtém-se informagdes quanto a estrutura molecular e suas ligagdes quimicas.

Neste contexto, € relevante que se entenda mais sobre o espectro eletromagnético,
sendo que este se caracteriza da seguinte forma: entre 390 e 700 nandmetros (nm)
compreende o espectro da luz visivel. A regido do infravermelho (IR) estende-se dos 3x10"'
Hz até aproximadamente os 4x10" Hz e corresponde a regido do espectro eletromagnético
situada entre as regides do visivel e microondas, abrangendo radia¢cdes com nimeros de onda
de 12.800 cm™ a 10 cm™, ou com comprimentos de onda de 780 a 1,0x10° nm. (HOLLER,
2009; SILVERSTEIN et al., 2007, LIMA, BAKKER, 2011). Podem-se observar na Tabela 1,

as caracteristicas do Espectro Eletromagnético.
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TABELA 1- Espectro Eletromagnético

Designacio | Frequéncia (Hz) | Comprimento de onda
Ondas de radio < 3,0x10" >0,3m
Microondas 10° a 3,0)(10ll 0,3m a 1 mm
Infravermelho 3,0)(10ll a 3,8)(1014 1 mm a 789 nm
Vermelho 3,8x10" a 4,.8x10" 789 nm a 625 nm
Laranja 4,8x10" a 5,0x10" 625 nm a 600 nm
Amarelo 5,0x10™ a 5,2x10" 600 nm a 577 nm
Visivel Verde 5,2x10" a 6,1x10'* 577 nm a 491 nm
Azul 6,1x10" a 6,6x10'" 491 nm a 455 nm
Violeta 6,6x10" a 8,0x10" 455 nm a 390 nm
Ultravioleta 8,0x10" a 2,4x10" 390 nm a 9 nm
Raios X 2,4x10'° a 5,0x10"”  9nm a 6 pm
Raios gama > 5,0x10" < 6pm

Fonte: (adaptado, LIMA, BAKKER, 2011)

Portanto quando ocorre a incidéncia da radiagdo eletromagnética sobre a matéria,
pode acontecer uma transi¢do entre estados energéticos. A regido espectral, onde sdo
observadas as transi¢des depende do tipo de niveis envolvidos: eletronicos, vibracionais ou

rotacionais (SALA, 2008). A energia total de uma molécula € a soma de todas essas energias.

ETotal = EEletrﬁnica + EVibracional + ERotacional (1)

Nao h4, praticamente, mudanca da posi¢ao dos nicleos da molécula durante as
transi¢des eletronicas, este tipo de transi¢do € caracterizado pela passagem de um elétron que
se encontra num estado de menor energia para um de maior energia, apds a radiacdo ser
absorvida. Quanto aos outros tipos de transi¢des, ocorre a modificagdo da posi¢do relativa dos
atomos na molécula. Quando ocorre mudanga nos niveis vibracionais, os nicleos dos d&tomos
mudam de posicdo continuamente devido a alteracdes nas distancias ou em seus angulos de
ligacdo. Ja quando hd mudanca nos niveis rotacionais, os atomos da molécula mudam de
posicdo devido a rotacdes sobre eixos definidos (centro de gravidade), enquanto os niveis de
energia translacionais ocorrem devido a movimentos de translagdo da molécula como um todo
(OLIVEIRA, 2001b).

As técnicas espectroscopicas: espectroscopia na regido do Infravermelho (IR),
espalhamento Raman, ultravioleta—visivel (UV-VIS) e a ressonincia magnética nuclear

(RMN) na atualidade, s@o os principais recursos para a identificacdo e elucidacio estrutural de
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substancias organicas, sendo bastante relevante na determinacdo da pureza e quantificacao de
substancias organicas, assim como no controle e acompanhamento de reagdes e processos de
separacdo. A utilizagdo desses métodos fisicos de andlise traz grandes vantagens, destacando-
se a diminui¢do do tempo de andlise, reducdo substancial nas quantidades de amostra,
aumento da capacidade de identificar ou caracterizar estruturas complexas, € nao destruicdao
da amostra (com excecdo da EM). A espectroscopia na regido do infravermelho tem sido
também, amplamente utilizada em linhas de produgdo, no controle de processos industriais
(LOPES; FASCIO, 2004).

A interacdo da radiacdo eletromagnética com o movimento vibracional dos
nucleos origina os espectros vibracionais que podem ser observados pelas técnicas de
espectroscopia Infravermelho e espalhamento Raman. Contudo, como os efeitos fisicos
envolvidos nas duas técnicas sao distintos, os modos vibracionais ativos também serao
diferentes, ou seja, alguns modos normais da molécula aparecem somente no Infravermelho
ou somente no Raman. Portanto, essas técnicas sdo consideradas complementares e para se
obter uma andlise completa dos modos vibracionais de um sistema quimico pode ser

necessdrio avaliar os dois espectros (OLIVEIRA, 2001b; SKOOG et al., 2002).

3.8.1 Modos normais de vibragao

Sob a acdo da radiacdo eletromagnética, os atomos de uma molécula podem se
movimentar nas trés dire¢des dos eixos cartesianos (X, y € z). A quantidade e a qualidade de
movimentos que podem ser realizados pelos dtomos que compdem a molécula sao chamados
de graus de liberdade. Uma molécula de N atomos pode se mover em 3 direcdes, o que
implica em 3N modos distintos de movimentos associados aos trés tipos possiveis de
translacdo. Quando se trata de uma molécula linear, ou seja, seus dtomos estao dispostos sobre
um mesmo eixo do sistema de coordenadas, haverd 3 modos translacionais e apenas 2
movimentos rotacionais, pois ndo pode haver rotacdo sobre o eixo em que a molécula estd
definida. O nimero de movimentos vibracionais € calculado pelo total de graus de liberdade
(3N) menos a quantidade de movimentos translacionais e rotacionais presentes na molécula e
sd0 denominados de modos normais de vibracdo. Assim, uma molécula linear terd 3N — 5
vibragcbes moleculares. J& em uma molécula que ndo € linear ocorrem todos os modos
translacionais e rotacionais, portanto o nimero de modos vibracionais € definido por 3N — 6

(OLIVEIRA, 2001b; SKOOG et al., 2002).
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As vibragdes moleculares podem ser classificadas de duas formas: vibracdo de
deformacao axial ou estiramento (stretching) e vibracdo de deformacgdo angular (bending). As
vibragdes de estiramento sdo caracterizadas por uma variagdo continua na distancia
interatdmica ao longo do eixo da ligacdo entre dois dtomos e as deformacdes angulares s@o
caracterizadas pela variacdo do angulo entre duas ligagdes. Os estiramentos sdo classificados
em: simétricos (symetric) e assimétricos (asymetric). J4 as vibracdes de deformacgdo angular
podem ser de quatro tipos: assimétrica no plano (rocking, balango ou oscilag¢do), simétrica no
plano (scissoring ou tesoura), simétrica fora do plano (wagging, sacudida ou balango em fase)
e assimétrica fora do plano (twisting, torcdo ou balancgo fora de fase) (SKOOG et al., 2002;
OZAKI et al., 2007; PAVIA et al., 2009). Os tipos de vibracdes moleculares estdo

representados na Figura 6.

FIGURA 6 — Tipos de vibragdes moleculares.
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Fonte: PAVIA et al., 2010.
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3.8.2 Espectroscopia no Infravermelho

3.8.2.1 Regides espectrais no Infravermelho

A regido espectral do infravermelho (IR) abrange uma radiagdo com nimero de
onda de 12.800 a 10 cm” que é comumente dividida de acordo com as aplicacdes e
instrumentagdo em trés regides: radiacdo no infravermelho préximo, médio e distante
(SKOOG et al., 2002). O nimero de onda € uma grandeza fisica inversamente proporcional
ao comprimento de onda e pode ser definido como o nimero de comprimentos de onda por
unidade de distancia, isto ¢, 1/ A onde A é o comprimento de onda, j4 a frequéncia trata-se do
numero de oscilacdes completas (ciclos) geradas por unidade de tempo (minuto, segundo
etc.), sendo que a menor distancia entre dois pontos consecutivos nos quais a perturbacdo se
repete € o comprimento de onda. A Tabela 2 apresenta as trés regides espectrais de

classificac@o do infravermelho.

TABELA 2—-Regioes espectrais do infravermelho.

Regiao Regiao de Niimero de | Intervalo de comprimento Regiao de
Espectral Ondas, cm™ de Ondas, pm Frequéncia, Hz
Préximo (NIR) 12.800 a 4.000 780 a 2.500 3,8x10™ a 1,2x10™
Médio (MID) 4.000 a 200 2.500 a 50.000 1,2x10" a 6,0x10"
Distante (FAR) 200 a 10 50.000 a 1.000.000 6,0x10'> a 3,0x10"

Fonte: SKOOG et al., 2002.

Para que possa ocorrer a absorcdo da radiacdo infravermelho (IR) por uma
molécula, esta tem que sofrer uma variacdo no momento de dipolo como consequéncia do
movimento rotacional ou vibracional. Este momento € determinado pela magnitude da carga
elétrica e pela distancia entre dois centros de carga. Somente nessas condi¢cdes o campo
elétrico alternado da radiacdo pode interagir com a molécula, causando variagdes na
amplitude de um de seus movimentos.

Para moléculas diatdmicas homonucleares, tais como O,, N, ou Cl,, nenhuma
variacdo efetiva no momento de dipolo € observada durante a vibracio ou rotag¢do, impedindo
que estas moléculas absorvam radiaciao no infravermelho (SKOOG et al., 2002; HOLLER et
al., 2009).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Comprimento_de_onda
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3.8.3 Espalhamento Raman

3.8.3.1 Espalhamento Rayleigh e Espalhamento Raman

A obtenc¢do dos espectros Raman ocorre ao irradiar uma amostra com uma fonte
laser (Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radia¢c@o) de radiagio monocromética
no visivel ou no infravermelho préximo. Quando a radiagdo atravessa um meio transparente,
as espécies presentes espalham uma fracao do feixe em todas as direcdes. Se essa radiac¢ao for
espalhada com o mesmo valor de comprimento de onda, ou seja, a energia for igual antes e
depois da interacdo com a matéria, serd um espalhamento eldstico. Se a radiacdo depois de
interagir com a matéria, tiver um comprimento de onda diferente da radiacdo incidente serd
um espalhamento ineldstico da luz (OLIVEIRA, 2001b; SKOOG et al., 2002).

O espalhamento eldstico também denominado de espalhamento Rayleigh é aquele
em que a luz espalhada tem a mesma frequéncia da luz incidente (vo). J4 o espalhamento
ineldstico ou Raman ocorre quando a luz espalhada tem frequéncia igual a da luz incidente
mais ou menos a frequéncia vibracional da molécula (vy,) (RICCI, 2008).

O espalhamento Raman envolve uma distorcio momentanea da nuvem eletronica
em torno de um atomo ou de uma molécula, seguida por reemissdo da radiacdo enquanto a
nuvem eletrébnica volta ao estado normal. Na sua forma distorcida, a molécula fica
temporariamente polarizada. A grandeza fisica que estd associada a capacidade de
deformacdo da nuvem eletronica de um determinado dtomo ou molécula frente ao efeito de
um campo elétrico externo é¢ denominada de polarizabilidade. Portanto, a atividade Raman
estd ligada a polarizabilidade da molécula devido a interacdo do campo elétrico externo da
radiacdo com a amostra, gerando um momento de dipolo induzido. De acordo com a
mecanica quantica uma vibracdo somente € ativa no espectro Raman, quando durante a
vibrag@o ocorre uma mudanga na polarizabilidade (OLIVEIRA, 2001b; SKOOG et al., 2002).

O espalhamento Raman pode ser de dois tipos: Stokes e Anti-Stokes. Quando a
radiacdo espalhada ¢ de menor frequéncia do que a radiacdo incidente, ela é chamada de
espalhamento Stokes, j4 quando a radiagdo espalhada possui frequéncia maior do que a
radiacdo da fonte € chamada espalhamento Anti-Stokes (HOLLER et al., 2009).

Um diagrama ilustrando os niveis de energia envolvidos nos espalhamentos
Rayleigh e Raman € mostrado na Figura 7. No espalhamento Rayleigh, as particulas
encontram-se no seu estado fundamental (estado no qual essas estdo em um menor nivel de

energia). Quando esses sofrem colisio com o féton de energia (que € a luz incidente),
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passando do estado fundamental para um estado virtual e voltam em seguida para o estado

fundamental, o féton espalhado conserva a energia que ja possuia.

FIGURA 7 — Representacdo esquemdtica das transicdes entre niveis de energia para os tipos de
espalhamento Rayleigh e Raman. (Fonte: RICCI, 2008).
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Vo Vo Vo Vm Vo +Vm
4
Estados
Vibracionais
5 de Energia
A 4 1
h 4 Ak Estado
Fundamental

Nomenclatura: vy = frequéncia da luz incidente, v,, = frequéncia vibracional da molécula.

Fonte: Adaptado de RICCI (2008); SKOOG et al. (2002).

No espalhamento Raman Stokes, as moléculas sofrem colisio com o féton
passando do estado fundamental para o estado virtual e, em seguida, decaem para um estado
vibracional excitado de energia, entdo esse féton espalhado terd energia menor que a radiacdo
incidente. No espalhamento Raman anti-Stokes, o féton encontra a molécula ja em um estado
excitado e leva a molécula a uma energia bem mais alta. Quando chega ao estado virtual, a
molécula decai para o estado fundamental, assim o f6ton espalhado terd energia maior que a
radiacdo incidente. O espalhamento Rayleigh tem probabilidade de ocorréncia muito maior
que o Raman, bem como o espalhamento Raman Stokes ocorre com mais frequéncia que o
Anti-Stokes, devido a contribui¢do do fator de Boltzmann, ou seja, o nimero de moléculas que
estdo no estado fundamental é muito maior que o de moléculas no estado excitado (SKOOG

et al., 2002).
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O espectro Raman de uma determinada molécula consiste de uma série de picos
ou bandas, cada um correspondendo a uma frequéncia vibracional caracteristica daquela
molécula. Cada molécula tem o seu préprio espectro caracteristico e, dessa forma, o espectro
Raman pode fornecer uma “impressao digital” ou fingerprint de uma substancia da qual a sua

estrutura molecular pode ser determinada (LORINCZ et al., 2004).

3.8.4 Mecanica Quéantica

Na mecénica quintica usa-se a equacdo de Schrodinger para calcular as
propriedades de uma molécula, a partir das interacdes entre os seus elétrons e nicleos
(BARREIRO; RODRIGUES, 1997). O movimento dos elétrons € considerado mais rdpido e
independente do nucleo e, uma vez que os elétrons giram em torno do nucleo, € possivel
descrever a energia eletrOnica separadamente da energia nuclear. Os calculos de mecénica
quantica ndo sdo exatos, pois sdo feitas algumas aproximagdes baseadas em dados empiricos

(CARVALHO et al., 2003).

3.8.5 Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

Um dos métodos de calculos tedricos de quimica quantica mais usados atualmente
¢ a Teoria do funcional da densidade (DFT: Density Functional Theory). Essa teoria baseia-se
na ideia de utilizar funcionais de densidade em vez da fun¢do de onda como ponto de partida
para tratar sistemas com muitos elétrons. Uma vez determinada a densidade eletrOnica, €
possivel obter toda a informacgdo fisica sobre o sistema estudado. De fato, o método DFT
permite obter diversas propriedades fisicas e quimicas de um material que dependam da
energia total do sistema ou de diferencas de energia. Por meio do DFT pode-se analisar as
ligacdes quimicas, calcular parametros geométricos, energia de ionizagdo, afinidades
eletronicas, momento de dipolo, polarizabilidade, estudar os modos normais de vibracdo, os
espectros de absor¢do e de emissao, susceptibilidades e propriedades eletronicas e magnéticas
de uma variedade de sistemas moleculares (MARQUES; BOTTI, 2006).

A teoria do funcional da densidade (DFT) foi desenvolvida nos anos 1960, por W.
Kohn, P. Hohemberg e L. Sham (HOHEMBERG et al., 1964; KOHN et al., 1965).

Na metodologia DFT, a minimizacdo da energia total utilizando as funcdes de
densidade eletronica em fungio da posicdo espacial p = p(7) é equivalente ao cdlculo das

func¢des de onda do estado fundamental do sistema, até para um sistema de muitas particulas.
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Na DFT a energia total é fungdo da densidade p e das coordenadas 7 dos niicleos
atbmicos: E = E (p,7). A energia total pode ser decomposta de forma exata em energia
cinética, energia de Coulomb, e um termo que inclui os fatores de troca e correlagdo
eletronica. A esséncia da teoria é a minimizacdo de E em relacdo as (funcdes) densidades
eletronicas p. Assumindo que a energia total possui um ponto minimo local com relacdo a

densidade eletrdnica total do sistema pode-se chegar as Equacdes de Kohn-Shan:

2
—% VEW; + U)W + e (FIY; = EiY; 2)
ou

H;W; = E;'¥; (3)

2
com H = —% V2 +UG) + pye ()

., o 2 _, . S n .
onde H é o Hamiltoniano, — Py VZéo operador energia cinética monoeletronica, U(7) € o

operador Coulombiano que inclui todas as intera¢des eletrostaticas, p,.(7 ) é o termo de troca
e correlacdo eletrOnica, E; as energias (autovalores) e W; as funcdes de onda (autovetores).
Uma exigéncia fundamental para que as equacdes acimas tenham solu¢do para um dado
sistema molecular em estudo € que a energia do estado fundamental que € determinada pelo
Hamiltoniano e a funcdo de onda do estado fundamental devem ser um funcional da

densidade eletronica do estado fundamental.

3.9 A Modelagem Molecular no Desenvolvimento de Novos Farmacos

O elevado investimento e a grande quantidade de tempo para desenvolvimento de
farmacos sdo fatores preocupantes para o desenvolvimento da industria farmacéutica, que
precisa investir em pesquisa e criar novos fiarmacos com maior eficicia e seletividade. As
estimativas denotam um gasto entre 800 milhdes a 1,4 bilhdes de délares e um tempo de 15 a
25 anos para o desenvolvimento de um novo farmaco sem a aplicacdo de técnicas de
modelagem molecular (GELDENHUYS ef al, 2006). Assim, para diminuir tempo € custo, a
utilizacdo de inovacgdes cientificas e tecnoldgicas, combinando conhecimentos
multidisciplinares de informdtica, biotecnologia, quimica e biologia, refletem no

planejamento de novos farmacos de producdo rdpida e eficaz (DREWS, 2000, 2003). A
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utilizagdo de métodos computacionais no estudo e no planejamento de compostos bioativos
tem se tornado uma pritica comum nos dias atuais.

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada — I[UPAC — (da sigla
inglesa — International Union of Pure and Applied Chemistry), a modelagem molecular
(MM)) € a investigacao das estruturas e das propriedades moleculares pelo uso de quimica
computacional e técnicas de visualizacdo grafica, visando fornecer uma representacao
tridimensional, sob um dado conjunto de circunstancias (SANT’ANNA, 2009; ANDRADE
et al., 2010); o conceito é bastante amplo e sua definicdo mais geral abarca qualquer anélise
de dados moleculares utilizando-se métodos computacionais. No entanto, o entendimento
usual, na pesquisa farmacéutica, desta moderna 4drea do conhecimento estd na utilizacdo das
ciéncias da informacdo e da implementacdo computacional de técnicas fisicas e estatisticas
aplicadas ao estudo dos sistemas bioldgicos, desde o nivel molecular (p.ex. DNA, RNA,
proteinas) até o dos organismos e sistemas complexos (OLIV A, 2008).

O processo de descoberta de novos farmacos, atribuicio da Quimica Medicinal,
caracteriza-se por sua complexidade, fruto da multiplicidade de fatores que envolvem o
planejamento molecular de novas estruturas capazes de apresentar os efeitos farmacoldgicos
desejados, com biodisponibilidade adequada ao seu emprego terapéutico, seguro e confortivel
(BARREIRO et al., 2001; BARREIRO, 2002). Esse processo envolve necessariamente o
trabalho de uma equipe multidisciplinar, que emprega um grande conjunto de metodologias
computacionais de modo sistematico e de forma a facilitar e otimizar o processo de
desenvolvimento de compostos bioativos, em uma constante troca de informacdes com grupos
de sintese quimica e avaliagdo da atividade destes compostos (SANT“ANNA, 2009).

Na atualidade, o planejamento racional de fairmacos fundamenta-se basicamente
no conhecimento da estrutura molecular dos receptores, o que possibilita elaborar substincias
com perfis farmacolégicos mais definidos. Contudo, as hipéteses sdo elaboradas
fundamentando-se no conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos compostos ativos e
seus respectivos sitios moleculares de acdo. Entretanto, como muitas vezes a estrutura dos
receptores ndo € conhecida admite-se que a génese de moléculas potencialmente bioativas
seja realizada sem levar em conta sua natureza (AMARAL et al., 2003).

Um dos mais importantes avangos no planejamento e na descoberta de novos
farmacos tem sido a utilizacdo da modelagem molecular. Atualmente, esta € uma ferramenta
indispensavel ndo somente no processo de descoberta de novos farmacos, mas também na
otimizacdo de protdtipos ja existentes € no planejamento racional de candidatos a farmacos

(COHEN, 1996; CARVALHO et al., 2005; SANT’ANNA, 2009; WERMUTH, 2009).
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O grande desenvolvimento da modelagem molecular nos ultimos anos deveu-se
em grande parte ao avanco dos recursos computacionais em termos de hardware (velocidade
de cdlculo) e de software (programas computacionais), além dos avancos em quimica
computacional, ressonancia magnética nuclear, cristalografia de raios-X, bioquimica e
biologia molecular (COHEN, 1996). Isto permitiu grande contribuicdo na descoberta de
candidatos a farmacos, conduzindo a rdpidos progressos em pesquisas € despertando o
interesse tanto do meio académico como de industrias farmacéuticas (COHEN, 1996;
WERMUTH, 2009; ANDRADE, 2010).

Os avancos na computacdo tém permitido a construcdo de softwares de alto
desempenho, especificamente no que diz respeito ao uso de imagens 3D (tridimensionais)
projetadas em duas dimensdes que, devido a suas caracteristicas, permitem uma melhor
visualizagdo dos modelos adotados pela comunidade cientifica para representar os arranjos
atomicos e os processos envolvidos nos fendmenos quimicos (FERREIRA et al., 2011).

Ela permite a obtencdo de propriedades especificas de uma molécula que podem
influenciar na interagdo com o receptor. Como exemplos, podemos citar o mapa de potencial
eletrostético, o contorno da densidade eletronica e a energia e os coeficientes dos orbitais de
fronteira HOMO (Orbital molecular mais alto ocupado) e LUMO (Orbital molecular mais
baixo ocupado) (RODRIGUES, 2001).

Grande parte dos programas de modelagem molecular sdo capazes de desenhar a
estrutura molecular e realizar os calculos de otimizacdo geométrica e estudos de andlise
conformacional. Os arquivos de saida destes cédlculos podem ser utilizados como arquivos de
entrada para outros programas. Desta forma, a primeira etapa em estudos de modelagem
molecular é desenhar a estrutura da molécula. Em seguida, a molécula é otimizada
objetivando encontrar parametros geométricos tais como comprimentos € angulos de ligagcdo
que estejam proximos aos valores determinados experimentalmente (RODRIGUES, 2001).

Assim, um programa de modelagem molecular deve ser capaz de adotar o
principio da transferibilidade, ou seja, reconhecer e transferir os parametros embutidos no
programa para uma nova molécula que apresente as mesmas caracteristicas estruturais e
eletronicas das moléculas usadas para confeccionar o programa (mesmo tipo de 4tomos,
funcdes quimicas, hibridizacdo molecular, etc.) (RODRIGUES, 2001). Somada a quimica
quantica computacional € uma ferramenta ttil que fornece suporte as teorias € modelos que
descrevem a natureza quantica da matéria. Atualmente, os métodos mais promissores na
descricdo de sistemas moleculares, sdo os de Hartree—Fock e a Teoria do Funcional de

Densidade (DFT) (SILVA et al., 2009).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Orbital_molecular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Orbital_molecular
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4 MATERIAIS E METODOS

A coleta da planta C. blanchetianus Baill, bem como a extracdo e isolamento da
Sonderianina foram realizados pelo Prof. Hélcio Silva dos Santos no Laboratério de Quimica

Organica da Universidade Estadual Vale do Acarai (UVA) em Sobral-CE, Brasil.

4.1 Material vegetal

Amostras do caule da espécie C. blanchetianus Baill (Figura 8) foram coletadas
no municipio de Sobral-CE em marco de 2011. A identificacdo botanica foi realizada pela
professora Daniela Santos Carneiro-Torres, € uma exsicata encontra-se depositada no

Herbario Francisco José de Abreu Mattos-UV A sob o nimero 14986.

FIGURA 8 — Caule do Croton blanchetianus Baill.

Fonte: Diogo Sérgio, 2014.

4.2 Extracao e isolamento

O material vegetal constituido do caule de C. blanchetianus foi seco a temperatura
ambiente, triturado e submetido a extracdo a frio com metanol. A solucdo obtida foi destilada
sob pressdo reduzida fornecendo 89,33 g de extrato. Preparou-se uma coluna cromatografica a
partir do extrato metandlico do lenho de C. blanchetianus (89,33 g), o qual foi adsorvido em
325,95 g de silica gel e sobreposto em 283,18 g de silica gel. Como eluentes foram utilizados
os seguintes solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de

etila e metanol. A fracdo hexanica obtida da coluna anterior (21,51 g), foi adsorvida em 87,96
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g de silica gel e sobreposta em 121,09 g de silica gel, foram utilizados os seguintes solventes
em ordem crescente de polaridade: hexano (F 1-10), hexano/acetato de etila 9:1 (F 11-20),
hexano/acetato de etila 8:2 (F 21-30), hexano/acetato de etila 7:3 (F 31-40), hexano/acetato de
etila 6:4 (F 41-50), hexano/acetato de etila 1:1 (F 51-60), hexano/acetato de etila 4:6 (F 61-
70), hexano/acetato de etila 3:7 (F 71-80), hexano/acetato de etila 2:8 (F 91-90),
hexano/acetato de etila 1:9 (F 91-100), acetato de etila (F 101-110), fornecendo um total de
110 fracdes. Nas fracdes 23-28 foi observada a presenga de um soélido cristalino branco
denominado CBW-1, o qual mostrou-se puro através de andlise por Cromatografia de Coluna
Delgada (CCD). Na figura 9, podemos observar o esquema com as etapas do processo de

extragdo e isolamento.

FIGURA 9 — Esquema de extracdo e isolamento da Sonderianina.

Fragdo obtida: Fragao Coluna cromatogrifica
Caule de C. hexanica (Hexano /AcOEt) 110
blanchetianus fragoes

Solventes:

Hexano,
diclorometano,
acetato de etila e
metanol

Nas fragoes 23-28 foi
observado um solido
cristalino branco

Extracdo a frio com
metanol

Solugdo obtida: 89,33 Coluna Puro ao CCD
g de extrato cromatogréfica RMN

Fonte: Autora.

4.3 Determinacao Estrutural

A estrutura molecular do diterpeno sonderanina foi elucidada pelo Prof.
Raimundo Braz-Filho da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro- UENF

utilizando Ressondncia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono-13 (RMN 'H e "C),
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espectrometria de massa e comparacdao com os dados do Banco de Dados Estrutural de
Cambridge (Cambridge Structural Database - CSD) (ANEXOS A, B e C) (GIL et al., 2008;
MCPHAIL et al., 1989).

4.4 Espectroscopia vibracional

A caracterizacdo da Sonderianina se deu através da espectroscopia no
Infravermelho, realizada no Laboratério de Bioinformdtica Avangada da Universidade
Regional do Cariri (URCA) e o Espalhamento Raman foi realizado no Laboratério de
Espalhamento de Luz do Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara (UFC),
Fortaleza-CE, Brasil.

4.4.1 Medidas Raman e FT-IR

As medidas por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR: Fourier transform infrared) foram realizadas usando o espectrofotometro da marca
Agilent, modelo CARY 600 FT-IR, como mostrado na Figura 10. As amostras foram diluidas

em KBr na razdo média de 1:100 e prensadas em forma de pastilhas sob 9 tom por 2 min.

FIGURA 10 —Espectrometro utilizado nas medidas FT-IR.

T el

Fonte: Autora.

As medidas de espalhamento Raman foram realizadas utilizando o equipamento
de Micro-Raman da marca Jobin Yvon, T64000, como mostrado na Figura 11, com a amostra

excitada na linha 514,5 nm do laser de argdnio, com uma poténcia de 150 mW.
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FIGURA 11 — Espectrometro utilizado nas medidas Raman.

Fonte: PEREIRA, 2014.

4.5 Métodos Computacionais

Os célculos computacionais desta dissertacio foram realizados no programa
Gaussian 03, utilizando o algoritmo baseado na Teoria do Funcional da Densidade (DFT).
Esses foram realizados numa molécula isolada do cristal do diterpeno sonderianina
(C21H2605) utilizando um hibrido (o funcional de correlacio Lee-Yang-Parr B3LYP) e o
conjunto de base 6-31 G (d, p) (LEE et al., 1988; PARR et al., 1989; BECKE et al., 1993).

Ap6s a realizacdo dos calculos computacionais no Gaussian, foi gerado um
arquivo de saida que continha a estrutura otimizada e as frequéncias vibracionais da molécula
sonderianina. Utilizando-se o programa Chemcraft 1.6 foi possivel a analise dos parametros
geométricos que sdo: os comprimentos, angulos e diedros das ligagdes entre os adtomos e
também analisar as atribui¢cdes dos tipos de modos vibracionais presentes na molécula.

A molécula do diterpeno sonderianina (C;;H»¢Os) foi otimizada e foi possivel
identificar as frequéncias vibracionais e os deslocamentos atdomicos de cada modo. Na
estrutura otimizada da molécula, nenhum modo de frequéncia imaginaria foi obtido, provando
que um verdadeiro minimo sobre a superficie de energia potencial foi encontrado. As
atribuicdes das vibracdes moleculares foram baseadas em célculos da distribuicdo de energia
potencial (PED) usando o programa Gar2ped (MARTIN ez al., 2007). Este procedimento
permitiu atribuir, com boa precisdo, as vibragdes moleculares presentes nos espectros Raman
e infravermelho de Cy1H»60O5.

Para descrever as atribuicdes das vibracdes moleculares para as bandas Raman e
Infravermelho, fizemos uso dos seguintes simbolos: T = tor¢do; sc= tesoura; wag =sacudida,

0 = deformagdo; y= deformacdo fora do plano; v = estiramento; v,; = estiramento



55

assimétrico; vy = estiramento simétrico. No que diz respeito a classificagdo da intensidade das
bandas de Raman e infravermelho, foi utilizada a notacdo seguinte: vs, s, m. w € vw,
respectivamente, representando intensidade muito forte, forte, média, fraca e muito fraca. As
intensidades das bandas Raman e Infravermelho foram normalizadas no intervalo de [0,1]
com o proposito de analisar o quao forte se apresenta uma dada banda nesses espectros.
Definiu-se a intensidade da banda de acordo com um intervalo da amplitude normalizada. Os
parametros considerados para classificacdo das intensidades das bandas estdo representados

na Tabela 3.

TABELA 3 — Parimetros da amplitude normalizada utilizados para classificagdo da intensidade das
bandas de FT-IR (wgr.r) € Raman (®g,man) Obtidas experimentalmente.

Intensidade Intensidade Normalizada (I)
Muito Forte (vs) 50<I< 100
Forte 30<1<50
Média (m) 20<1<30
Fraca (w) 15<1<20
Muito fraca (vw) I<15

Fonte: LIMA, BAKKER, 2011.

Os numeros de onda da molécula do diterpeno sonderianina obtidos por calculos
tedricos de quimica quantica empregando o método DFT com o funcional B3LYP e o
conjunto de base 6-31(d,p) foram ajustados as bandas Raman experimentais por um fator de
escala calculado. Quanto mais proximo de um (1) for o valor do fator de escala, significa que

mais proximo encontram-se os nimeros de onda tedricos dos experimentais.

4.6 Atividade antimicrobiana

Os testes para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foram realizados no

Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade Regional do Cariri

(URCA), Crato-CE, Brasil.
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4.6.1 Preparagdo da amostra

A amostra da Sonderianina isolada de C. blanchetianus foi dissolvida em
Dimetilsulféxido (DMSO- Merck, Darmstadt, Alemanha), nas seguintes propor¢des: 10mg da
amostra para 1mL de DMSO, obtendo-se uma concentracdo inicial de 10 mg/mL". Em
seguida, diluiu-se essa solucdo até um volume de 5 mL para ser utilizada nos testes. A solucao
foi preparada da seguinte forma: foi separada uma aliquota da solucdo inicial e dissolveu-se
em DMSO até uma concentrac¢io final de 1024pg/mL™". Testou-se a solubiliza¢io em dgua
destilada estéril, porém o composto ndo foi solivel. Entdo, utilizou-se como solvente o

DMSO.

4.6.2 Cepas microbianas

Os microorganismos utilizados nos testes sdo provenientes da “American Type
Culture Collection” (ATCC), obtidas por meio do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saudde (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude. A fim de
determinar da concentragdo inibitéria minima (CIM) foram utilizadas as cepas bacterianas
Gram positiva: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Gram negativas: Escherichia coli
ATCC 25922, e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619. Ja as cepas flngicas utilizadas
foram: Candida albicans 122, C. krusei 01 e C. tropicalis 18. Para avaliar o efeito da
Sonderianina frente aos antibidticos foram utilizadas as cepas bacterianas multirresistentes: P.
aeruginosa 03, e E. coli 27; ja para avaliar a atividade moduladora de antifingicos foram
utilizadas as mesmas cepas flngicas do ensaio de CIM. O perfil das linhagens

multirresistentes de bactérias esta descrito no Quadro 2.

QUADRO 2- Perfil de Resisténcia das bactérias aos antibiéticos
Bactérias Fonte Perfil de Resisténcia
Escherichia coli 27 Ferida Cirtrgica Ast, Ax, Ami, Amox, Ca, Cfc,
Cf, Caz, Cip, Chlo, Im, Kan,
Szt, Tet, Tob
Pseudomonas aeruginosa 03 Cultura de urina Cpm, Ctz, Im, Cip, Ptz, Lev,
Mer, Ami

Fonte: adaptado de MORAIS-BRAGA et al. (2013)

Ast: aztreonam; Ax: amoxacilina; Ami: amicacina; Amox: amoxicilina; Ca: cefadroxil; Cfc: cefaclor;
Cf: cefalotina; Caz: ceftazidima; Cip: ciprofloxacina; Chlo: chloranphenicol; Im: imipenem; Kan:
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canamicina; Szt: sulfametrim; Tet: tetraciclina; Tob: tobramicina; Oxa: oxacilina; Gen: gentamicina;
Ctz: ceftazidima; Ptz: piperacilina-tazobactam; Lev: levofloxacina; Mer: meropenen.

4.6.3 Preparacdo dos indculos

Todos os meios de cultura foram preparados segundo as especificagdes do
fabricante. As cepas microbianas foram mantidas em placas de Petri, contendo o meio Agar
Infusdo de coracdo (Heart Infusion Agar- HIA; Difco Laboratories Ltd.) a 4 °C, com a
finalidade de se conservarem todas as suas caracteristicas bioquimicas e o perfil de
sensibilidade a antimicrobianos. Antes da realizacdo dos ensaios de CIM e modulacdo, as
cepas bacterianas e fungicas foram retiradas com uma alca de drigalski da cultura estoque e
cultivadas em 5 mL de Caldo de Infusdo de cérebro e coracdao (Brain heart infusion broth-
BHI; HIMEDIA - India), sendo em seguida incubadas em estufa bacteriolégica a 35 + 2 °C
por 24 h. Para preparacdo do indculo dos testes foram utilizadas as suspensdes bacterianas ou
fingicas em meio BHI descritas anteriormente, retirou-se 100 pL dessa suspensdo e inoculou
em 900 pL de caldo BHI 10% (proporcao 1:10) para se obter uma concentragdo final de 10°
UFC-mL" (unidades formadoras de coldnia/mL) (NCCLS, 2000).

4.6.4 Concentragdo inibitéria minima (CIM)

Para chegarmos a CIM da Sonderianina, foi realizado um ensaio de microdilui¢dao
(JAVADPOUR et al., 1996) em microplacas contendo 96 pocos de fundo redondo de acordo
com a Norma M7-A6 (CLSI, 2003) como mostra a Figura 12. Foi realizado da seguinte
forma: em cada pogo foi adicionado 100 pL da solugdo contendo o indculo de bactéria ou
fungo de cada cepa (10° UFC-mL™") e o meio BHI a 10%. As cepas bacterianas ou fiingicas
foram distribuidas no sentido numérico das placas, sendo cada coluna numérica representada
por uma cepa diferente. Apos isso, 100 pL. do composto Sonderianina foi colocado no
primeiro poco e realizaram-se diluicdes seriadas (1:1) até o pentltimo poco da microplaca,
resultado nas concentracdes de 512, 256, 128, 64, 32, 16 ¢ 8 p,tg—mL'1 do composto. O dltimo
poco da microplaca € constituido apenas pelo inéculo e o meio BHI 10%, representando o
controle para verificagdo da viabilidade das cepas. Foi realizada também uma microdilui¢do,
utilizando-se 0 DMSO em vez do composto para a verificagdo da influéncia do solvente na

atividade antimicrobiana. Depois as placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h.
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FIGURA 12 —Esquema do método de obten¢do da CIM da Sonderianina.
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Fonte: Autor, adaptado de JAVADPOUR et al. (1996)

4.6.5 Atividade Moduladora

Para a realizacdo do teste que avalia o efeito do composto sonderianina como
modulador da atividade dos antibidticos/antifingicos foram utilizados os aminoglicosideos:
amicacina, clindamicina e gentamicina (Sigma-USA), com concentragdo de 5.000 |,Lg—mL'1 e
os antifungicos: anfotericina B, benzoilmetronidazol, e nistatina (Sigma-USA), com
concentragdo de 1.024 pg—mL’1 como mostra a Figura 13. A modulacdo foi realizada através
de um ensaio de microdiluicdo em microplacas com 96 pocos (COUTINHO et al., 2008),
seguindo o sentido alfabético em que cada coluna (letra) representa um antibitico ou
antifingico diferente. Com a obtengdo da CIM, esse valor foi reduzido 8 vezes (CIM/8),
resultando na concentracdo subinibitéria do composto € do DMSO para ser utilizado no
ensaio de modulagdo. Em cada pocgo foi adicionado 100 pL de uma solugdo contendo: 150 uL.
do inéculo (10° UFC-mL™") de bactéria de cada cepa, o composto ou DMSO (controle) na
concentracio subinibitoria de 16 pg-mL™" (128/8) e o meio BHI 10% q.s.p 1.500 pL. J4 para o
150pL do inéculo das cepas fingicas, o valores da concentracdo subinibitéria foram
diferentes, de 23 ug/mL'1 da Sonderianina ou DMSO frente aos fungos C. albicans 122 e C.
tropicalis 18; e de 12 pg/mL" frente ao fungo C. krusei 01 e o meio BHI 10% q.s.p 1.500 pL.

Em seguida, 100 pL do antibiotico ou antifingico foi colocado no primeiro pogo e realizou-se
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diluicdes seriadas (1:1) até o pendltimo pogco da microplaca. As concentragdes dos
antibidticos foram 2.500; 1.250; 625; 312,50; 156,25; 78,12; 39,06; 19,53; 9,76; 4,88; 2,44
ug-mL’l. Ja as concentragdes dos antiftiingicos foram 512; 256; 128; 64; 32; 16; 8,0; 4,0; 2,0;
1,0; 0,5 pg-mL"™". O tltimo pogo da microplaca ndo contém o antibiético ou antifiingico, a fim
de se verificar a viabilidade das cepas. No grupo controle ndo foi adicionado o composto,
apenas o inéculo, o meio BHI 10 % e o antibidtico ou antifiingico. Portanto, consiste em dois
controles: o do solvente em que foi substituido a substancia pelo DMSO e o do antibidtico ou
antifingico em que ndo foi colocado nem a substincia, nem o DMSO. Depois do teste, as

placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35 + 2 °C por 24 h.

FIGURA 13 —Esquema do método de Avaliacdo da Atividade Moduladora da Sonderianina
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Fonte: Autora

4.6.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana e moduladora

Tanto para os ensaios da CIM, como da modulagdo, a avaliacdo do crescimento
microbiano foi realizado de forma similar. Para determinar se houve crescimento bacteriano
foi realizada uma anélise colorimétrica, utilizando-se o corante resazurina 0,01% (p/v). Ap6s
o periodo de 24h de incubagdo, foi adicionado 20 puL do corante em cada pogo da microplaca,
e apos 1 h a 25°C foi feita a leitura. A alteracdo na cor de azul para rosa indica que houve
crescimento bacteriano e explica-se devido a reduc¢do da resazurina, j4 a permanéncia da
coloragdo azul, indica auséncia de crescimento (PALOMINO et al., 2002). A CIM sera

determinada pela menor concentracdo do composto capaz de inibir o crescimento bacteriano.
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Quanto aos ensaios realizados com fungos, para determinar se houve crescimento
fingico, foi realizada uma avaliagdo com base na turbidez. A CIM € a menor concentracio do
composto em que houve 100 % da inibi¢cdo do crescimento do fungo, visualizado através da
auséncia de turbidez do meio. A seguir, as Figuras 14 e 15 mostram a posi¢do das placas e

suas concentracoes nos testes de CIM e Modulagdo, respectivamente.

FIGURA 14 —Placa no teste de CIM
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Fonte: Autora

FIGURA 15 —Placa no teste de Modulacdo

Fonte: Autora
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estrutura Molecular

O cristal de sonderianina a temperatura ambiente pertence a estrutura
ortorrobmbica, grupo espacial P2,2,2; com Z=4 (quatro unidades por célula unitdria) e
parametros de rede: a = 7,314 A, b = 10,481 A, c = 24,276 A com o= B =1y =900°
(CRAVEIRO et al., 1981b). A distribuicdao das quatro moléculas da sonderianina na célula

unitdria € mostrada na Figura 16.

FIGURA 16 — Estrutura cristalina do diterpeno sonderianina

Fonte: Autora.

A estrutura base da molécula C,1H»cOs do diterpeno sonderianina é composta por
um anél do tipo furano que € um composto organico heterociclico e aromatico formado pelos
atomos de carbono 17, 18, 19 e 20, por uma y—butirolactona formada pelos atomos de carbono
9, 11, 12 e 13 e dois anéis condensados, dos quais, um estd ligado a um grupo funcional éster
(H3C2103C1604). A estrutura molecular e a numeracdo usada para descrever os dtomos da

molécula C,;H,605 sdo apresentadas na Figura 17.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_heteroc%C3%ADclico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Aromaticidade

FIGURA 17 — Férmula estrutural e molecular do diterpeno Sonderianina (C,;H»cO5 ).

Fonte: Autora.
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Na Tabela 4, foi apresentada comparagdo entre os pardmetros geométricos

(calculada e experimental) da molécula do diterpeno Sonderianina.

Sonderianina.
Comp. da Ligagdo  Exp. (A) Calc. (A) Comp. da Ligagio  Exp.(R) calc. (A)
Cl-C2 1.55 1.58 C9-C13 1.55 1.56
C1-C3 1.57 1.55 Cl12-C13 1.44 1.55
Cl1-C9 1.58 1.58 C12-C17 1.44 1.50
C2-C4 1.55 1.54 C13-C12 1.59 1.55
C2-C10 1.55 1.56 C17-C18 1.44 1.44
C2-Cl15 1.54 1.55 C17-C19 1.38 1.36
C3-C5 1.58 1.53 C18-C20 1.33 1.36
C4-C6 1.31 1.34 0O1-Cl11 1.22 1.36
C4-Cl16 1.51 1.51 01-C12 1.35 1.45
C5-C6 1.57 1.50 02-Cl11 1.35 1.21
C7-C8 1.52 1.53 03-Cl16 1.31 1.36
C7- C9 1.55 1.57 03-C21 1.47 1.43
C7-Cl4 1.58 1.54 04 -Cl16 1.19 1.21
C8-Cl10 1.55 1.53 05-CI19 1.37 1.36
C9-Cl11 1.48 1.55 05 -C20 1.39 1.36
Angulo da Ligagdo Exp. (2) Calc. (2) Angulo da Ligagdo Exp. (2) Calc. (2)
C2-Cl1-C3 109.3 110.0 C7-C9-C13 108.3 114.7
C2-C1-C9 119.5 113.1 Cl1-C9-C13 104.4 102.3
C3-C1-C9 110.4 113.7 C2-Cl10-C8 109.3 112.9
Cl-C2-C4 104.6 109.2 C9-Cl11-01 112.5 111.9
Cl-C2-Cl10 107.0 109.7 C9-Cl11-02 128.9 127.5
Cl-C2-Cl15 117.3 112.6 0O1-Cl11-02 118.6 120.5
C4-C2-Cl10 110.1 110.1 Cl1-01-C12 1134 112.6
C4-C2-Cl15 108.3 106.0 0O1-Cl12-C13 104.5 106.4
CI0-C2-C15 109.3 109.1 01-C12-C17 108.7 109.0
Cl-C3-C5 107.2 111.2 C13-Cl12-C17 112.9 116.2
C2-C4-C6 123.2 124.6 C9-Cl13-C12 105.1 106.7
C2-C4-Cl16 118.9 117.8 C9-Cl13-Hl 125.6 111.4
C6-C4-Cl16 117.6 117.5 C4-Cl16-03 111.9 119.4
C3-C5-C6 115.3 111.8 C4-Cl16-04 124.4 122.9
C4-C6-C5 124.1 123.8 03-Cl16-04 123.7 117.6
C8-C7-C9 112.6 111.5 Cl16-03 -C21 117.1 123.0
C8-C7-Cl4 109.7 1114 Cl12-C17-C18 125.6 126.2
C9-C7-Cl4 111.2 114.0 Cl12-C17-C19 128.5 128.0
C7-C8-Cl10 110.9 112.8 C18-C17-C19 105.8 105.7
Cl-C9-C7 108.9 110.4 C17-C18 - C20 107.3 106.3
Cl-C9-Cl11 114.0 111.6 Cl17-C19-05 109.6 110.7
Cl1-C9-C13 108.6 111.7 C18 -C20- 05 110.3 110.6
C7-C9-Cl11 112.3 105.7 C19-05-C20 106.9 106.8

Fonte: Autor

TABELA 4 — Comparacdo dos pardmetros geométricos (calculada e experimental) do diterpeno
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Na Figura 18, a seguir, mostra o grafico de energia da molécula otimizada da
Sonderianina, com o seu menor nivel de energia, que foi submetida aos testes de

espectroscopia vibracional.

FIGURA 18 — Grifico de Energia da molécula de Sonderianina (C,;HyOs ).
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Fonte: Autora
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5.2 Espectroscopia vibracional

Os espectros Raman e FT-IR para o cristal sonderianina (C,;HycOs) sdo
apresentados na Figura 19. Eles foram registrados a temperatura e pressdo ambiente nas
regides de 400 cm™ a 4000 cm™ e 40 cm™ a 4000 cm™', respectivamente, com resolucio de 4

-1
cm .

FIGURA 19 — Espectros Raman e Infravermelho do cristal do diterpeno sonderianina registrados a

temperatura e pressio ambiente nas regides 40 cm’ a 4000 cm’ e 400 cm” a 4000 cm’

respectivamente.
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Fonte: Autora.

A molécula do diterpeno sonderianina (C,HcOs) tem 51 &tomos, portanto
existem 153 graus de liberdade, excluindo-se os modos de translacdo e rotagdo, sdo esperados
147 modos vibracionais para uma molécula isolada desta substincia. No entanto, no espectro

Raman foram observadas 68 bandas e no espectro FT-IR foram observadas 50 bandas, dessas
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33 bandas aparecem tanto no Raman quanto no Infravermelho, 32 bandas sdo exclusivamente
Raman e 17 bandas sdo exclusivamente Infravermelho. Conclui-se que o nimero de modos
vibracionais experimentais ¢ menor do que o previsto.

Sao quatro fatores que possibilitam uma visualizagao experimental de um nimero
menor de bandas (modos normais de vibracdo) do que o teoricamente esperado: a simetria da
molécula ser muito alta, ndo ocorrendo variacao no dipolo a partir de uma vibragdo particular;
as energias de duas ou mais vibracdes serem idénticas ou semelhantes (degenerescéncia); a
intensidade de absorcdo ser tdo baixa que ndo € detectada pelos meios comuns; e a energia
vibracional estar em uma regido de comprimento de onda além da faixa do instrumento
(SKOOG et al., 2002).

Uma descri¢do detalhada das atribui¢des dos modos vibracionais do cristal do
diterpeno sonderianina € apresentada na Tabela 1 do Apéndice A dessa dissertagdo. Nas
primeira e segunda colunas encontram-se os valores das frequéncias calculadas e escaladas,
respectivamente. Os valores experimentais correspondentes ao nimero de onda para o cristal
obtido por espectroscopias Raman e FT-IR, sdo apresentados nas terceira e quarta colunas,
respectivamente. Na quinta coluna observam-se as atribuicdes dos modos vibracionais
juntamente com a distribui¢do de energia potencial (PED), para valores maiores do que 10%.
A contribui¢cdo percentual da PED para cada modo vibracional é mostrada entre parénteses
nesta coluna.

O fator de escala (A) obtido foi de 0,9612 com o erro quadrético total (rms)
correspondente igual a 20,1 cm™. Os valores obtidos para a molécula sonderianina foram
menores que os valores 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 e rms,, = 34 em’™.

Na Figura 20 € mostrada a comparagao entre os espectros de absorbancia tedrico e
experimental para o cristal sonderianina (C,;H»¢0Os). Observa-se uma boa concordancia entre
os nimeros de ondas tedricos e experimentais do espectro de transmitancia na regidao de 400
cm™” a 1900 cm™. Na regiio 2500 cm™ a 1900 cm™' observa-se uma concordéncia entre
algumas bandas.

Também existem algumas divergéncias nas intensidades das bandas tedricas e
experimentais que podem ser justificadas devido o célculo ter sido realizado numa molécula

1solada e ndo considerando a célula unitaria do cristal.
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FIGURA 20 —Comparacdo entre os espectros de absorbancia tedrico e experimental para o diterpeno

sonderianina na regido de 3600 cm™ a 2500 cm™ e 1900 cm™a 400 cm™,
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Fonte: Autora.

Com o propésito de fazer uma discussdo mais aprofundada da classificagdo dos
modos normais de vibragdo do cristal do diterpeno sonderanina, a regido espectral de 3500 a

1 L 4.  ~ -
40 cm'sera divida em quatro regides conforme mostrado nas subsecdes subsequentes.

5.2.1 Regido espectral entre 3500 cm™ e 2800 cm’

Os espectros FT-IR e Raman do diterpeno sonderianina na regido de 3500 a 2800
cm” sdo apresentados na Figura 21. Nesta regido, foram observadas 12 bandas Raman e 07
bandas infravermelho. As atribuicdes dos modos vibracionais para essas bandas € apresentada

na Tabela 5.
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FIGURA 21 — Espectros Raman e Infravermelho do cristal do diterpeno sonderianina na regiao 3500

cm™a 2800 cm™.
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TABELA 5 — Frequéncia calculada (o), frequéncia escalada (w,.) pelo fator de escala 0,9612,
posicdes das bandas Raman (®gyman) € IR (®prr) em unidades de cm’! e classificacdo para os modos
vibracionais do diterpeno sonderianina com distribuicao de energia potencial (PED).

Ocale Ogcal ®Raman OFT-IR
2998 2882 2835 m 2361 vw v (C1H) (51) + v (C5Hy) (31)
3000 2884 2864 s 2864 m vs (C5H») (59) + v (C1H) (20)
3027 2910 2907 vs 2888 m vs (C8Hy) (52) + v (C10H,) (23) + v, (C14H3) (11)
3038 2920 2916 vs 2915 s v (C12H) (76) + v, (C13H,) (20)
3053 2935 2936 vs v (C21H3) (78)
3070 2951 2953 vs 2957 s v, (C3Hy) (74) + v, (C8H,) (19)
3079 2960 2977 s 2964 m vs (C3H,) (94)
3115 2994 2991 m v,s (C14H3) (84) + v, (C13H,) (16)
3132 3010 3013 w 3012 w Vs (C10H) (75) + v .,(C15H3) (16)
3163 3040 3068 w Vas (C3Hy) (71) + v, (C21H3) (20)
3164 3041 3119 s 3121 m Vas (C3Hy) (58) + v, (C21H3) (31)
3171 3048 3127 s 3130 m v (C13H,) (91)
3277 3150 3148 s 3148 w v, (C20H) (100)
3301 3173 3167 vw v (C18H) (50) + v (C20H) (40)
3384 vw
3486 w

Classificacio com PED" (%)

Fonte: Autora.

. . A . .~ -1 -1 <
Para cristais organicos, a regido entre 2800 cm™~ a 3200 cm™ contém as bandas

originadas a partir de estiramento das ligagdes C — H. Dentro dessa regido € possivel observar
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modos puros. Esses correspondem 2s bandas Raman localizadas em 2936 cm™, 2977 cm’
(observada no IR em 2964 cm™) e 3127 cm” que correspondem, respectivamente, 2s
vibragdes de estiramento vy (C21H3) (78), v (C3H,) (94) e v, (C13Hy) (91).

Uma vez que nenhuma banda larga nos espectros Raman e infravermelho foi nas
proximidades de 3400 cm™, podemos confirmar que o cristal em estudo realmente ndo contém
dgua. No entanto, existem duas bandas de transmitincia com largura de linha estreita e de
baixa intensidade observadas em 3486 cm™ e 3384 cm™ que ndo estio previstas nem no

espectro Raman e nem nos nossos célculos tedricos, o que chamamos de overtone.

5.2.2 Regido espectral entre 1000 cm™ e 1800 cm’™
Os espectros FT-IR e Raman do diterpeno sonderianina na regido entre 1800 e

1000 cm™ sdo apresentados na Figura 22. Nesta regido, foram observadas 24 bandas Raman e

23 bandas infravermelho, conforme listado na Tabela 6.

FIGURA 22 — Espectros FT-IR e Raman da sonderianina na regiio de 1800 a 1000 cm™.
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Fonte: Autora.
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TABELA 6 — Frequéncia calculada (o), frequéncia escalada (o) pelo fator de escala 0,9612,
posicdes das bandas Raman (®raman) € IR (®@prgr) em unidades de cm’ e classificacdo para os modos
vibracionais do diterpeno sonderianina com distribui¢ao de energia potencial (PED).

®cale Ogcal ®DRaman OFT-IR Classificacio com PED * (%)

1067 1026 1029 vs v (CIC3) (52) + © (C9C1C2C10) (29)

1079 1037 1034 s 3 (HC14C7) (36) + 8 (HC13C12) (19) + 6 (O2C11C9) (14)
1083 1041 1044 m 3 (HC14C7) (74) + 6 (02C11C9) (11)

1102 1059 1058 m 1050 s 3 (HC15C2) (42) + v (C1C3) (40)

1110 1067 1070 m v (CIC3) (54) + & (HC14C7) (19) + T (C9C1C2C10) (14)
1122 1078 1076 m 1078 s 3 (HC15C2) (32) + 6 (02C11C9) (19) + 6 (HC14C7) (13)
1150 1105 1103 m 3 (HC14C7) (51) + 8 (HC15C2) (28)

1158 1113 1109 s 1108 m 3 (HC2103) (42) + 6 (HC14C7) (34)

1167 1122 1123 s 11225 3 (HC2103) (41) + 6 (HC14C7) (19) + & (02C11C9) (14)
1188 1142 1187 s 3 (HC2103) (60)

1205 1158 1157 m 1156 vs 3 (HC15C2) (54) + & (HC14C7) (27)

1246 1198 1194 m 8 (HC15C2) (55) + 8 (HC14C7) (31)

1257 1208 1205 m 3 (HC2103) (23) + 6 (02C11C9) (18) + T (CIC1C2C10) (13)
1290 1240 1238 vs 3 (HC3C1) (42) + & (HC14C7) (29) + 6 (HC2103) (71)
1294 1244 1261 m 1259 vs 3 (HC15C2) (71) + 8 (HC14C7) (16)

1330 1278 1278 m 1276 s 8 (HC3C1) (43) + & (HC14C7) (37)

1347 1295 1299 m 1295 m 8 (HC14C7) (72) + 6 (HC13C12) (11)

1374 1321 13225 3 (HC15C2) (29) + 8 (02C11C9) (24) + t (C9C1C2C10) (22) + & (HC13C12) (17)
1390 1336 1335 m T (C3H>) (66)

1400 1346 1344 m wag (C15H3) (48) + & (02C11C9) (19)

1408 1353 1351 m 1357 m 3 (CIC3H) (68) + wag (C15H3) (18)

1433 1377 1389 m wag (C15H3) (59) + wag (C14H;) (35)

1488 1430 1428 s wag (C21H;) (98)

1496 1438 1433 s 3 (C14H;) (81)

1509 1450 1450 m 3 (C14Hs) (94)

1519 1460 1456 s 8 (C14Hs) (83) + 6 (C21Ha) (13)

1523 1464 1463 m 8 (C14H;) (89)

1549 1489 1486 m 1501 m 3 (C15H3) (79)

1550 1490 1548 vw 8 (C15H;) (66) + & (C14H;) (14)

1641 1577 1503 s 1593 vw 3 (HC1905) (72) +6 (HC19C17) (17)

1712 1646 1635 vs 1632 w v (C4C6) (80)

1807 1737 1696 vs 1703 vs v (C1604) (100)

1844 1772 1750 m 1750 vs v (C1102) (99)

Fonte: autora

Considerando que a regido de fingerprint (impressdo digital de uma dada
substancia) vai de 1500 a 500 cm™, a regido espectral de 1800 a 1000 cm’ abrange parte
desta. Aqui € possivel observar uma localizagdo acentuada dos modos do grupo CHa:
vibragdes wagging ocorrem no intervalo entre 1353 cm™ < @y < 1430 cm™, e vibragdo tipo
deformacdo do CH; aparecem na regido entre 1438 cm™ < Wy < 1490 em’!. Uma banda IR
de média intensidade em 1389 cm’ (0scar =1377 cm'l) que foi identificada como sendo
associada as vibragdes: wag (C15H3) (59) + wag (C14H3) (35) e uma de forte intensidade em
1456 cm(wgew = 1460 cm™) equivalente as vibragdes tipo deformacdo: & (C14H3) + &
(C21H3). A Figura 23 mostra a representacdo dos descolamentos atdmicos da banda Raman
observada em ®raman = 1428 cm™ (0gea =1430 cm™) que ¢ atribuida 2 vibragdo wagging do

C21Hs.
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FIGURA 23 — Representagdo dos vetores de deslocamentos atdmicos da vibragdo wagging do

C21H; observada em ®y., = 1430 cm™.
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Ogea1 = 1430 cm™

Fonte: Autora

Destaca-se também nessa regido uma banda que se apresenta de muito forte
intensidade tanto no Raman quanto no IR, respectivamente em Oraman = 1703 cm™ e oR =
1696 cm™ que é atribuida como vibracio do tipo estiramento v (C1604), referente 2
carbonila do grupo funcional éster da molécula. Uma outra vibrac¢do do tipo estiramento C —
O [v (C1102)] apresenta-se de muito forte intensidade no Infravermelho e de média

intensidade no Raman ¢ observada em 1750 cm™ (0gea = 1772 cm’™).

5.2.3 Regido espectral entre 1000 cm™ e 400 cm™

Os espectros FT-IR e Raman do diterpeno sonderianina na regido de 1000 a 400
cm’ é apresentado na Figura 24. Nesta regido, foram observados 21 bandas Raman e 15

bandas infravermelho conforme observado na Tabela 7.
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FIGURA 24 — Espectros FT-IR e Raman da sonderianina na regido de 1000 a 400 cm™.
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Fonte: Autora.

TABELA 7 — Frequéncia calculada (o.,.), frequéncia escalada (o) pelo fator de escala 0,9612, posi¢des das
bandas Raman (®gaman) € IR (@pror) em unidades de cm™ e classificacdo para os modos vibracionais do
diterpeno sonderianina com distribui¢do de energia potencial (PED).

Classificacao com PED : (%)

Mcale Mgcal ®Raman OFT-IR
221 212 206 m 5 (02C11C9) (33) + t (C9C1C2C10) (32) + & (HC14C7) (13)
315 303 297 m 4 (02C11C9) (37) + 6 (HC15C2) (26)
354 340 345 s 8 (HC14C7) (53) + t (C9CI1C2C10) (21)
382 367 367 s 6 (HC14C7) (68) + 6 (02C11C9) (20)
467 449 441s 445 vw T (C9C1C2C10) (38) + 6 (02C11C9) (32) + & (HC14C7) (13)
491 472 474 m T (C9C1C2C10) (42) + v (C1C3) (19) + & (HC14C7) (18)
531 510 515 vs 5 (02C11C9) (42) + T (CICIC2C10) (42)
588 565 543 m 539 yw 5 (HC15C2) (48) + 6 (HC17C2) (20) + 6 (02C11C9) (15)
594 571 572s 570 vw v (C17C12C18C19) (47) + 8 (02C11C9) (23) + T (C19C17C18C20) (21)
620 596 598 m T (C19C17C18C20) (100)
631 607 601 m T (C19C17C18C20) (48) + v (C17C12C18C19) (18) + 6 (HC15C2) (11) +
T (C9C1C2C10) (11)
639 614 5 (HC14C7) 27) + 5 (02C11C9) (22) + & (HC15C2) (16) + & (HC2103) (12)
678 652 630 m 651w 8 (HC14C7) (39) + t (C9C1C2C10) (23) + 6 (HC15C2) (22)
727 699 696 s v (C17C12C18C19) (37) + 8 (HC15C2) (35) + 6 (HC13C12) (20)
745 716 717 m 716 m 5 (02C11C9) (27) + 1 (CICIC2CI10) (21) + & (HC14C7) (15) + t (C19C17C18C20) (15)
765 735 743 m T (C9C1C2C10) (37) + 8 (HC2103) (19) + y (C4C16C5C6) (17) + & (HC15C2) (13)
795 764 742 m 757 m T (C19C17C18C20) (73) + v (C17C12C18C19) (18)
801 770 787 m 6 (HC14C7) (26) + t (C19C17C18C20) (25) + 6 (HC15C2) (13)
845 812 810 m 809 s 6 (HC14C7) (82)
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TABELA 7 — Frequéncia calculada (wy.), frequéncia escalada (o) pelo fator de escala 0,9612, posi¢des das

bandas Raman (®graman) € IR (0prr) em unidades de cm’! e classificagdo para os modos vibracionais do diterpeno
sonderianina com distribui¢do de energia potencial (PED).

Ocale Ogeal ®Raman OFT.IR Classificacao com PED : (%)

909 874 875s 8 (HC15C2) (51) + & (HC14C7) (15) + & (HC15C2) (13)
938 902 902 m 900 vw 8 (HC14C7) (81)

973 935 929 s 933 m 8 (HC15C2) (60) + & (HC14C7) (20) + & (HC15C2) (16)
982 944 941s 945 m 8§ (HC15C2) (54) + & (HC14C7) (26)

1008 969 964 m 8 (HC14C7) (59) + v (C1C3) (13) + & (02C11C9) (13)
1034 994 990 m 990 s 8 (HC14C7) (70) + v (C1C3) (11)

1040 1000 998 m 5 (HC15C2) (52) + & (HC14C7) (37)

Fonte: Autora.

A regido de 1000 a 400 cm™ ainda abrange parte da regido de fingerprint. A
atribuicdo mostra que a maioria das bandas no Raman e FT-IR nessa regido corresponde a
misturas de modos de vibracdo do tipo torcio, deformagdes angulares e deformagdes fora do
plano. As deformacdes angulares 6 (HC14C7) sdao predominantes em toda essa regido,
principalmente entre 340 cm™ < @y < 994 cm™. Observa-se também que as deformacdes fora

do plano ocorrem com mais frequéncia no anel furano.

1 1

5.2.4 Regido espectral entre 400 cm ~ e 40 cm™

7z

O espectro Raman do diterpeno sonderianina na regidio de 400 a 40 cm’' é
apresentado na Figura 25. Nesta regido, foram observados seis bandas Raman, conforme

observado na Tabela 8.

FIGURA 25 — Espectro Raman do diterpeno sonderianina na regiio de 400 a 40 cm™.
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Fonte: Autora.
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TABELA 8 — Frequéncia calculada (wcq), frequéncia escalada (wq.) pelo fator de escala 0,9612, posi¢des das
bandas Raman (®puman) € IR (@prr) em unidades de cm™ e classificacdo para os modos vibracionais do
diterpeno sonderianina com distribui¢@o de energia potencial (PED).

Mcalc Mscal ®Raman  OFT-IR Classificacao com PED * (%)

85 82 79 vs T (C9C1C2C10) (62)

102 98 88 vs 8 (HC2103) (84) + t (CI9C1C2C10) (14)
106 102 109 s 8 (HC14C7) (52) + y (C17C12C18C19) (22)
132 127 125s T (C9C1C2C10) (55) + 8 (HC2103) (27)
156 150 146 m T (C9C1C2C10) (73) + 8 (HC2103) (12)
165 159 156 m T (C9C1C2C10) (57) + y (C4C16C5C6) (18)
221 212 206 m 8 (02C11C9) (33) + 1 (C9C1C2C10) (32) + & (HC14C7) (13)
315 303 297 m 4 (02C11C9) (37) + 6 (HC15C2) (26)

354 340 345s 8 (HC14C7) (53) + © (C9C1C2C10) (21)
382 367 367 s 8 (HC14C7) (68) + 6 (02C11C9) (20)

Fonte: Autora.

A regido espectral de menores nimeros de onda contém os modos externos,
também conhecidos como modos de rede de vibracao do cristal. Esses modos possuem baixa
energia e estdo associados com a simetria da célula unitdria do cristal. Portanto, o valor do
nimero de onda que representa o limite para os modos externos depende do sistema cristalino,
porém, na literatura em geral, os modos vibracionais com nimero de onda inferior a 200 cm ™’
sdo classificados como modos externos. Entretanto, como os célculos tedricos de quimica
quantica foram realizados em uma molécula isolada, e ndo no cristal, observam-se nesta

regido modos internos mistos relacionados principalmente a modos de tor¢ao COC1C2CI10 e

deformacao angular dos 4tomos HC2103 e HC14C7.

5.3 Atividade Antimicrobiana
5.3.1 Concentracao Inibitéria Minima da Sonderianina

A concentracdo inibitéria minima (CIM) da Sonderianina foi de 128 ;,Lg-mL‘1 para
todas as cepas bacterianas testadas como mostrado na Tabela 9. Portanto a sensibilidade ao
composto entre as cepas Gram positivas e Gram negativas nao diferiu. O solvente
dimetilsulféxido (DMSO), utilizado para solubilizar a amostra, também foi testado a fim de se

verificar se o efeito antimicrobiano seria somente fruto da acdo do composto ou teria
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influéncia do DMSO. Foi observado que a CIM do DMSO (128 pg/mL™") é semelhante 2 da
Sonderianina. Logo, ndo se pode afirmar que a Sonderianina possui efeito inibidor do
crescimento das bactérias Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
25619 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Quanto a CIM da Sonderianina frente as cepas flingicas testadas, pdde-se observar
que foi de 32 pg-mL" frente aos fungos Candida albicans 122 e Candida tropicalis 18 e de 8
pg/mL" frente a Candida kruzei 01, o que representou inibi¢io maior comparada 2
apresentada pelo DMSO (64 pug/mL™) frente a todas as cepas fingicas testadas. Portanto,
podemos afirmar que a sonderianina tem atividade inibidora um pouco maior que a do
DMSO, porém, relevante apenas para a Candida kruzei 0I, pois quando o valor de
concentracdo do Controle (DMSO) e da substincia testada (Sonderianina) para inibir o
crescimento do microrganismo difere em apenas um (1) pogo, que foi o caso frente a Candida

albicans e Candida tropicalis, ndo se considera a diferenca significativa.

TABELA 9 — Concentracio inibitéria minima (CIM) da Sonderianina e dimetilsulf6xido (DMSO)

frente as cepas microbianas.

Tipo de Cepas Microorganismos CIM (pg-mL)

DMSO Sonderianina

Escherichia coli ATCC 25922 128 128
Cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 128 128
Bacterianas Staphylococcus aureus ATCC 25923 128 128

Candida albicans 122 64 32
Cepas Candida kruzei 01 64 8
Fungicas Candida tropicalis 18 64 32

Fonte: Autora

Uma menor eficdcia da atividade antibacteriana exercida por alguns produtos
naturais, como a da Sonderianina, pode estar associada a baixa solubilidade do composto nos
solventes DMSO e dgua, o que pode ocasionar uma baixa biodisponibilidade do composto em
ensaios in vivo e in vitro (GIL et al., 2008).

Na literatura, foram relatados alguns testes sobre a solubilidade de produtos
naturais em que foram utilizados sistemas de microemulsdes para aumentar a
biodisponibilidade. Entdo, foram testados tween 80: span 20 (3:1) como surfactante, etanol

como agente tensoativo, miristato de isopropila como 6leo e dgua bidestilada em diferentes



76

porcentagens. Esses métodos foram eficazes para solubilizar os clerodanos trans-
desidrocotina e frams-crotonina, portanto existe uma possibilidade de aumento de
biodisponibilidade da Sonderianina, considerando que a mesma trata-se de um clerodano.

A literatura cientifica também apresenta estudo do extrato hexanico das raizes
desta espécie, coletada no mesmo local, onde os ensaios bioldgicos revelaram interessantes
resultados contra bactérias Gram-positivo: Bacillus subtilis, Staphylococus aureus, e bactérias
Gram-negativo: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Mycobacterium smegmatis; e
contra fungos: Candida albicans, Sacharomyces cerevisae € outros microorganismos
(McCHESNEY et al., 1991a; DOURADO, 2003).

O dleo essencial de C. blanchetianus também apresentou acdo antibacteriana em
estudo de Angélico (2011) com uma CIM variando de 512 a 64 pg/mL, demonstrando ser
mais eficiente para S. aureus (64 png/mL). Porém, os 6leos ndo inibiram as cepas de P.

Aeruginosa e K. pneumoniae, considerando a CIM >1.024 pg/mL.

5.3.2 Atividade moduladora de aminoglicosideos e antiftingicos

Avaliando-se o efeito exercido pelo composto Sonderianina como modulador da
atividade dos aminoglicosideos, foi possivel verificar que ndo houve diferenga significativa
entre os valores obtidos da CIM da Sonderianina para o controle (antibidticos) e o DMSO,
pois a diferenca de inibicdo entre eles, quando esta ocorreu, foi apenas de um (1) poco, na
maioria dos resultados. Logo, ndo se pode afirmar que a Sonderianina possui efeito inibidor
na atividade da amicacina, clindamicina e gentamicina frente as bactérias multirresistentes
Escherichia coli 27 e Pseudomonas aeruginosa 03.

E possivel ainda observar, que nesses testes, a Sonderianina e 0 DMSO obtiveram
resultados muito semelhantes. Ja o controle, a sonderianina € o DMSO frente a Pseudomonas
aeruginosa 03, nem sequer modificaram a atividade da Clindamicina (CIM >5.000 pg-mL™")

como mostra a Tabela 10.
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TABELA 10 — Concentracio inibitéria minima (CIM) dos antibiticos (pg-mL™") na presenca de 16
pug/mL da Sonderianina ou DMSO frente as bactérias Escherichia coli 27 (EC27) e Pseudomonas
aeruginosa 03 (PA03)

Antibiéticos EC27 PA 03

Controle | Sonderianina | DMSO | Controle | Sonderianina | DMSO
Amicacina 9,76 9,76 9,76 156,25 39,06 78,12
Clindamicina 625 312,5 312,5 >5.000 >5.000 >5.000
Gentamicina 19,53 19,53 19,53 625 156,25 156,25

DMSO= dimetilsulféxido

Fonte: Autora

A sonderianina combinada com a Anfotericina B, embora tenha apresentado valor
de inibi¢do frente a todas as cepas flingicas, ndo apresentou diferenca significativa entre esses
valores em comparacao com o controle (antibidticos), pois a diferenca de inibi¢do entre eles
foi de apenas 1 poco, portanto ndo foi relevante. J4 a sonderianina combinada com os
antifungicos benzoilmetronidazol e nistatina ndo interferiu na inibicdo do crescimento dos
fungos Candida albicans 122, C. krusei 01 e C. tropicalis 18. Portanto, a associacdo do
composto com esses antifungicos ndo aumentou (sinergismo) € nem diminuiu (antagonismo)
a inibicdo do crescimento dos fungos, sendo observado uma CIM maior ou igual a 1.024pg-
mL" para esses dois tratamentos frente as cepas testadas. A Sonderianina e o DMSO mais
uma vez obtiveram resultados muito semelhantes, portanto ndo significativos, como mostra a

Tabela 11.

TABELA 11 — Concentragdo inibitéria minima (CIM) dos antifingicos (ug-mL™") na presenca de 23
pg/mL da Sonderianina ou DMSO frente aos fungos C. albicans 122 e C. tropicalis 18 e 12 pg/mL

frente a C. krusei O1.

CA CK CT
Antiftingicos C ‘ S ‘ DMSO C ‘ S ‘ DMSO C ‘ S | DMSO
Anfotericina B 512 512 128 512 256 256 256 512 512
Benzoilmetronidazol >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024
Nistatina >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024

C= controle; S= sonderianina; DMSO= dimetilsulféxido

Fonte: Autora
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Na literatura, ndo foram encontrados estudos sobre a Sonderianina quanto a
avaliagdo do seu efeito modificador da atividade de antibiéticos ou antiftingicos. J4 para o
6leo essencial de C. blanchetinanus segundo Angélico (2011), o mesmo atua
sinergisticamente com os antibidticos amicacina, canamicina e gentamicina frente a apenas

uma linhagem: B. cereus.
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6 CONCLUSOES

e Foram obtidas 68 frequéncias experimentais para os espectros Raman e 46 para os
espectros do Infravermelho. Uma discussdo das bandas Raman e Infravermelho foi
realizada com base na classificagdo dos modos normais de vibragdo de uma molécula

isolada do diterpeno sonderanina;

e A geometria estdvel da molécula (com conformagdo de mais baixa energia) e os 150
modos normais de vibrac@o esperados para essa substancia foram obtidos por calculos

tedricos de quimica quantica, usando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT);

e Os numeros de onda calculados foram bem correlacionados com os nimeros de onda
experimentais das bandas Raman ja que o valor do fator de escala calculado foi de
0.9612, e o erro quadratico total obtido foi de 20,1 cm’'. Esses valores estdo de acordo
com os valores previstos para o método DFT na literatura. Essa concordancia
possibilitou a atribuicdo completa das bandas Raman e Infravermelho juntamente com
o célculo da distribuicio de energia potencial (PED) para cada modo normal de

vibrag¢do do cristal do diterpeno sonderanina;

e A Sonderianina mostrou-se promissora como composto antimicrobiano apenas frente
N » . . -1 . ~ TRV
a cepa fungica C. kruzei (8 pg/mL™), pois apresentou uma concentracio inibitdria

minima significativa comparada ao controle dimetilsulféxido (DMSO) (64 pg/mL™).

e O composto Sonderianina nao apresentou influéncia significativa associada a atividade
dos antibidticos amicacina, clindamicina e gentamicina e nem dos antifiingicos

anfotericina B, benzoilmetronidazol e nistatina frente as cepas avaliadas.
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PERSPECTIVAS

Para dar continuidade ao estudo das propriedades bioldgicas, estruturais e

vibracionais da Sonderianina, pontuamos as perspectivas a seguir:

e Realizacdo de medidas experimentais de espectroscopia Raman com variacdo de
pressdo e/ou temperatura para verificar se ocorre alguma transi¢do de fase e/ou
possiveis modifica¢des das propriedades bioldgicas do composto;

e Verificar a possibilidade de uso de sistemas de microemulsdes para aumentar a
biodisponibilidade da Sonderianina para avaliar se ha uma diferenca na inibicdo frente
as mesmas cepas utilizadas neste trabalho, como também podem ser testados outros
microrganismos.

e Avaliar a toxicidade da Sonderianina ja que a mesma apresentou atividade antifungica.
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APENDICE A

Tabela 1: Frequéncia calculada (o), frequéncia escalada (wy.,) pelo fator de escala 0.9612, posi¢des das
bandas Raman (®prraman) € IR (@prr) em unidades de cm’ e classificagdo para os modos vibracionais de
C,1H605 com distribuicdo de energia potencial (PED).

Weale Wscal Raman OFT-IR Classiﬁcagﬁo com PED ’ (%)
11 11 T (C9C1C2C10) (51) + & (HC14C7) (31)
37 36 4 (HC14C7) (37) + T (C9C1C2C10) (35)
39 37 T (C9C1C2C10) (95)
47 45 T (C9C1C2C10) (68) + 6 (HC2103) (17)
58 56 T (C9C1C2C10) (95)
85 82 79 vs T (C9C1C2C10) (62)
102 98 88 vs 8 (HC2103) (84) + 1 (C9C1C2C10) (14)
106 102 109s 4 (HC14C7) (52) +y (C17C12C18C19) (22)
132 127 125s T (C9C1C2C10) (55) + 6 (HC2103) (27)
142 136 T (C9C1C2C10) (91)
156 150 146 m T (C9C1C2C10) (73) + 6 (HC2103) (12)
165 159 156 m T (C9C1C2C10) (57) + v (C4C16C5CH) (18)
180 173 4 (HC14C7) (92)
190 183 y (C17€12C18C19) (90)
207 199 4 (HC14C7) (63) + T (C9C1C2C10) (29)
221 212 206 m 8 (02C€11C9) (33) + 1 (C9C1C2C10) (32) + & (HC14C7) (13)
223 214 T (C9C1C2C10) (80) +y (C17C12C18C19) (10)
230 221 T (C9C1C2C10) (98)
261 251 T (C9C1C2C10) (79) + & (HC14C7) (13)
276 265 §(02C11C9) (50) + T (C9C1C2C10) (22)
289 278 T (C9C1C2C10) (75)
315 303 297 m 5 (02C11C9) (37) + & (HC15C2) (26)
320 308 T (C9C1C2C10) (65) + & (HC14C7) (63)
337 324 T (C9C1C2C10) (53) + & (HC14C7) (14)
354 340 345s 8 (HC14C7) (53) + T (C9C1C2C10) (21)
379 364 8 (HC14C7) (59) + T (C9C1C2C10) (18)
382 367 367s 8 (HC14C7) (68) + 6 (02C11C9) (20)
394 379 T (C9C1C2C10) (49) + & (HC15C2) (32)
422 406 T (C9C1C2C10) (34) + & (HC15C2) (21) + & (HC14C7) (16)
436 419 T (C9C1C2C10) (37) + & (HC14C7) (26) + & (HC15C2) (22)
467 449 441 s 445 vw T (C9C1C2C10) (38) + 5 (02C11C9) (32) + & (HC14C7) (13)
491 472 474 T (C9C1C2C10) (42) + v (C1C3) (19) + & (HC14C7) (18)
m
522 502 T (C9C1C2C10) (27) + & (HC15C2) (20) + & (HC16C7) (20)
531 510 515vs 5 (02C11C9) (42) + T (C9C1C2C10) (42)
588 565 543 m 539 yw 5 (HC15C2) (48) + 6 (HC17C2) (20) + & (02C11C9) (15)
594 571 572s 570 vw y (C17C12C18C19) (47) + & (02C11C9) (23) + T (C19C17C18C20) (21)
613 589 5 (02C11C9) (71) + v (C1C3) (12)
620 596 598 m T (C19C17C18C20) (100)
631 607 601 m T (C19C17C18C20) (48) +y (C17C12C18C19) (18) + & (HC15C2) (11) +
T (C9C1C2C10) (11)
639 614 5 (HC14C7) (27) + 6 (02C11C9) (22) + 6 (HC15C2) (16) + & (HC2103) (12)
678 652 630 m 651w 6 (HC14C7) (39) + T (C9C1C2C10) (23) + & (HC15C2) (22)
705 678 5 (HC15C2) (41) + 6 (HC13C12) (11) + & (02C11C9) (11)
719 691 y (C17C12C18C19) (26) + T (C19C17C18C20) (18) + v (C1C3) (17)
727 699 696 s y (C17C12C18C19) (37) + & (HC15C2) (35) + & (HC13C12) (20)
743 714 T (C19C17C18C20) (60) +y (C17C12C18C19) (28)
745 716 717 m 716 m 5 (02C11C9) (27) + T (C9C1C2C10) (21) + & (HC14C7) (15) + T (C19C17C18C20) (15)

754 725 1 (C9C1C2C10) (39) + § (02€11C9) (33) + § (HC1201) (11)
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Tabela 1 (continuag@o): Frequéncia calculada (®.,.), frequéncia escalada (wg.,) pelo fator de escala 0.9612,
posi¢des das bandas Raman (®prraman) € IR (@prr) €m unidades de cm’ e classificacdo para os modos
vibracionais de C,;H,305 com distribui¢do de energia potencial (PED).

Weale  Wscal ORaman OFT-R Classificacio com PED ) (%)

765 735 743 m 1 (C9C1C2C10) (37) + & (HC2103) (19) + 7y (CA4C16C5CE) (17) + & (HC15C2) (13)
795 764 742 m 757 m 1 (C19C17C18C20) (73) +7v (C17C12C18C19) (18)

801 770 787 m & (HC14C7) (26) + T (C19C17C18C20) (25) + & (HC15C2) (13)
845 812 810m 809 s 8 (HC14C7) (82)

855 822 5 (HC14C7) (68)

867 833 1 (C19C17C18C20) (58) + 5 (HC14C7) (27)

893 858 §(02C€11C9) (41) + v (C1905) (33)

897 862 8 (HC15C2) (63) + & (HC14C7) (19) + 5 (HC15C2) (11)

909 874 8755 & (HC15C2) (51) + & (HC14C7) (15) + & (HC15C2) (13)

930 894 § (HC14C7) (64) + & (HC15C2) (19)

938 902 902 m 900 vw 8 (HC14C7) (81)

951 914 5 (HC14C7) (94)

961 924 & (HC14C7) (69)

973 935 9295 933 m & (HC15C2) (60) + & (HC14C7) (20) + 5 (HC15C2) (16)

982 944 91 945 m § (HC15C2) (54) + & (HC14C7) (26)

998 959 v (C1C3) (49) + & (HC14C7) (20) + 5 (02C11C9) (18)

1008 969 964 m 8 (HC14C7) (59) + v (C1C3) (13) + 5 (02C11C9) (13)

1019 979 & (HC14C7) (55) + 5 (HC15C2) (11)

1034 994 990 m 990's & (HC14C7) (70) + v (C1C3) (11)

1040 1000 998 m § (HC15C2) (52) + & (HC14C7) (37)

1054 1013 § (HC14C7) (54) + & (HC15C2) (28)

1064 1023 § (HC14C7) (60) + v (C1C3) (17)

1067 1026 1029 vs v (C1C3) (52) + T (C9C1C2C10) (29)

1079 1037 1034 s 8 (HC14C7) (36) + 5 (HC13C12) (19) + & (02C11C9) (14)
1083 1041 1044 m § (HC14C7) (74) + 5 (02€11C9) (11)

1102 1059 1058 m  1050s § (HC15C2) (42) + v (C1C3) (40)

1107 1064 v (C1905) (88)

1110 1067 1070 m v (C1C3) (54) + & (HC14C7) (19) + T (C9C1C2C10) (14)

1122 1078 1076 m 1078 s 8 (HC15C2) (32) + & (02C11C9) (19) + § (HC14C7) (13)

1150 1105 1103 m & (HC14C7) (51) + 5 (HC15C2) (28)

1158 1113 1109 s 1108 m § (HC2103) (42) + & (HC14C7) (34)

1167 1122 11235 1122s & (HC2103) (41) + 5 (HC14C7) (19) + & (02C11C9) (14)
1177 1131 & (HC2103) (93)

1188 1142 1187 s & (HC2103) (60)

1199 1152 5 (HC14C7) (69)

1205 1158 1157m  1156vs & (HC15C2) (54) + 5 (HC14C7) (27)

1212 1165 8 (HC15C2) (41) + v (C1905) (23) + & (02C11C9) (20)

1224 1177 & (HC3C1) (28) + v (C1C3) (22) + T (CIC1C2CI0) (14) + & (HC14C7) (14)
1246 1198 1194 m & (HC15C2) (55) + 5 (HC14C7) (31)

1257 1208 1205 m 8 (HC2103) (23) + 5 (02C11C9) (18) + T (C9C1C2C10) (13)
1264 1215 & (HC2103) (83)

1266 1217 & (HC2103) (61)

1286 1236 v (C1905) (51) + 5 (HC14C7) (12) + & (HC3C1) (11)

1290 1240 1238 vs 8 (HC3C1) (42) + & (HC14C7) (29) + & (HC2103) (71)

1294 1244 1261m 1259 vs § (HC15C2) (71) + & (HC14C7) (16)

1330 1278 1278 m 12765 § (HC3C1) (43) + § (HC14C7) (37)

1342 1290 & (HC13C12) (87)

1347 1295 1299m  1295m § (HC14C7) (72) + 8 (HC13C12) (11)

1358 1305 & (HC14C7) (41) + T (C9C1C2C10) (33) + & (HC13C12)

1362 1309 § (HC13C12) (38) + & (HC14C7) (19) + & (HC1201) (15) + & (02C11C9) (13)
1372 1319 1 (C9C1C2C10) (23) + & (HC13C12) (21) + & (HC15C2) (20) + v (C1C3) (18)
1374 1321 1322’ 8 (HC15C2) (29) + 5 (02C11C9) (24) + T (CIC1C2C10) (22) + & (HC13C12) (17)
1383 1329 § (HC15C2) (78)

1390 1336 1335m 1 (C3H,) (66)

1391 1337 T (C3H,) (48) + & (HC13C12) (17)

1400 1346 1344 m wag (C15Hs) (48) + & (02C11C9) (19)

1408 1353 1351m  1357m & (C1C3H) (68) + wag (C15Hs) (18)

1422 1367 & (02C11C9) (46) + 5 (HC1201) (33) + 5 (HC13C12) (17)
1431 1375 wag (C15Hs) (85)

1433 1377 1389 m wag (C15H;) (59) + wag (C14Hs) (35)
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Tabela 1 (continuag@o): Frequéncia calculada (®.,.), frequéncia escalada (wg.,) pelo fator de escala 0.9612,
posi¢des das bandas Raman (®prraman) € IR (@prr) €m unidades de cm’ e classificacdo para os modos
vibracionais de C,;H,305 com distribui¢do de energia potencial (PED).

Weale  Wscal ORaman OFT-R Classificacio com PED : (%)
1483 1425 wag (C21Hs) (63) + sc (C3H,) (15)
1488 1430 1428's wag (C21H;) (98)
1496 1438 1433s sc (C14Hs) (81)
1503 1445 sc (C14H;) (47) + sc (C21H;) (50)
1504 1446 sc (C14Hs) (72)
1508 1449 sc (C14Hs) (92)
1509 1450 1450 m sc (C14Hs) (94)
1519 1460 1456 s sc (C14H3) (83) + sc (C21Hs) (13)
1522 1463 sc (C14Hs) (89)
1523 1464 1463 m sc (C14Hs) (89)
1528 1469 sc (C14Hs) (84)
1549 1489 1486 m 1501 m sc (C15Hs) (79)
1550 1490 1548 vw sc (C15Hs) (66) + sc (C14Hs) (14)
1641 1577 1503 s 1593 vw 8 (HC1905) (72) +8 (HC19C17) (17)
1712 1646 1635 vs 1632 w v (C4C6) (80)
1807 1737 1696 vs 1703 vs v (C1604) (100)
1844 1772 1750 m 1750 vs v (€C1102) (99)
2998 2882 2835m 2361 vw v (C1H) (51) + v, (C5H,) (31)
3000 2884 2864 s 2864 m Vs (C5H,) (59) + v (C1H) (20)
3027 2910 2907 vs 2888 m Vs (C8H,) (52) + v, (C10H,) (23) + v, (C14H;) (11)
3038 2920 2916 vs 2915s v (HC12) (76) + vas (C13H,) (20)
3046 2928 Vs (C3H,) (36) + vs (C14H;3) (26) + vs (C10H,) (18) + vas (C8H,) (16)
3049 2931 Vs (C15Hs3) (82) + v, (C21Hs3) (13)
3050 2932 Vs (C14Hs) (47) + vs (C3H,) (17) + vs (C15Hs3) (16) + v, (C21Hs) (11)
3052 2934 vs (C21Hs3) (95)
3053 2935 2936 vs Vs (C21Hs) (78)
3055 2936 Vas (C8H2) (31) + Va5 (C10H,) (56)
3070 2951 2953 vs 2957 s Vs (C3H,) (74) + Va5 (C8H,) (19)
3079 2960 2977 s Vs (C3H,) (94)
3109 2988 vs (C13H,) (94)
3115 2994 2991s Vas (C14H3) (84) + v (C13H,) (16)
3123 3002 2997 m Vas (C15Hs) (100)
3125 3004 Vas (C14H3) (100)
3129 3008 Vas (C21H3) (89)
3132 3010 3013s 3012 w Va5 (C10H,) (75) + v 25(C15Hs3) (16)
3150 3028 3020s Vas (C21H;) (93)
3161 3038 Vas (C13H,) (50) + vas (C15H3) (31)
3163 3040 3068 w Vas (C3Ha) (71) + vas (C21Hs5) (20)
3164 3041 3107 m Vas (C3H,) (58) + a5 (C21H3) (31)
3171 3048 3119 3121m Vas (C13H,) (91)
3277 3150 3127 s 3130 m Vas (C20H) (100)
3289 3161 3148s 3148 w v (C19H) (100)
3301 3173 3167 vw v (C18H) (50) + v (C20H) (40)

3384 vw

3486 w

“ Somente PED com valores maiores que 10 % sdo dados.

Legenda: t = tor¢do(swisting); ; sc = tesoura (scissoring); wag = sacudida (wagging); 6 = deformacdo(bending); y =
deformacdo fora do plano (rocking); v = estiramento (stretching); v, = estiramento assimétrico (asymetric stretch); v
= estiramento simétrico (symetric stretch). vs = muito forte (very Strong); s = forte(strong); m = média; w = fraca
(weak); vw = muito fraca (very weak).
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ANEXO A - ESPECTRO DE RMN1 H DA SONDERIANINA

CBWS1 (HELCIO/WILSON - UVA) [RMN1H, CDCL3] Operador GUSTAVO
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ANEXO B - ESPECTRO DE RMN" C DA SONDERIANINA

CBWS1 (HELCIO/WILSON - UVA) [RMN1H, CDCL3] Operador GUSTAVO
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ANEXO C — DADOS DE REFERENCIA DOS ESPECTROS DE RMN DA SONDERIANINA

Os espectros de RMN coincidem com os valores publicados na literatura, conforme

verificado nas figuras e tabela descriminadas abaixo.

MeO 19\0

Phytochemistry 1981, 20, 852

Sonderianina [do Trabalho] Sonderianina [da Literatura]
SC 8H 5(} 8H
C
4 142.6 - 142.3 -
5 37.8 - 37.6 -
9 514 - 51.6 -
13 125.9 - 125.6 -
19 167.7 - 164.5 -
20 176.8 - 173.0 -
CH
3 135.6 6.53 (t, 3.0) 135.3 6.53 (t, 3.0)
8 40.6 1.49 (m) 40.4 1.48 (m)
10 51.8 1.59 (dd, 10.0, 4.0) 52.4 1.59 (dd, 10.0, 4.0)
12 71.8 5.39 (t, 8.5) 71.6 5.40 (t, 8.5)
14 108.3 6.39 (m) 108.0 6.40 (m)
15 144.2 7.44 (m) 143.8 7.45 (m)
16 139.6 7.42 (m) 139.5 7.43 (m)
CH,
1 19.9 3.49-2.20 19.7 3.49-2.20
1.90-1.70 1.90-1.70
2 26.9 2.49-2.20 26.8 2.49-2.20
6 2.40 2.40
1.90-1.70 1.90-1.70
7 26.7 2.08 (m) 26.5 2.06 (m)
1.18 (m) 1.18 (m)
11 449 2.39(d, 8.5) 447 2.40 (d, 8.5)
CH;
17 16.9 1.01 (d, 7.0) 16.8 1.02 (d,b 7.0)
18 19.9 1.45 (s) 19.7 1.46 (s)
MeO 52.7 3.69 (s) 53.3 3.70 (s)
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