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RESUMO

A familia Euphorbiaceae destaca-se por ser uma das maiores entre as dicotileddneas.
Dentre os géneros nativos do Brasil, destaca-se o género Croton com cerca de 700
espécies, muitas das quais usadas na medicina popular para tratar varias doencas sendo
uma delas as infecgdes por microrganismos resistentes. Uma das estratégias para a
busca de novos agentes antibacterianos é o isolamento de substancias oriundas de
produtos naturais.O composto 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona de férmula
molecular C;;0sH14 foi isolado da casca do caule de Croton anisodontus uma espécie
endémica nativa da caatinga do Nordeste do Brasil. Vale ressaltar que ndo ha relato na
literatura sobre suas propriedades estruturais e vibracionais, sendo essas importantes
para identificacdo, analise e caracterizacdo dessa substancia.Neste contexto este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana, moduladora e promover
uma investigacdo das propriedades estruturais e vibracionais da substancia 2-hidroxi-
3,4,6-trimetoxiacetofenona pelas técnicas de espectroscopias Raman com transformada
de Fourier (FT-Raman — Fourier Transform Raman) e infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR - Fourier Transform Infrared) e calculos computacionais usando a
teoria do funcional da densidade (DFT —Density Functional Theory). Foram avaliadas
diferentes metodologias de fracionamento do extrato hexanico da casca do caule de
Croton anisodontus, tais como, cromatografia em coluna e particdo entre solventes
imisciveis até a obtencdo de um solido denominado CAL 1, o qual apés recristalizacao
com hexano e analise por Cromatografia de Camada Delgada mostrou-se puro. Um
ensaio de microdiluicdo foi realizado para verificar a atividade antimicrobiana e as
possiveis interacbes entreo produto naturale os antibidticos, utilizando uma
concentracdo sub-inibitéria. A substancia  2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona
apresentou interacdes com os aminoglicosideos testados demonstrando significancia
com p<0,001 frente a P. aeruginosa e para a S. aureus na associacdo com a amicacina.
Os presentes resultados indicam que a substancia 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona

pode ser uma fonte alternativa de substancia isolada com acéo antibacteriana.

Palavras-chave: atividade antibacteriana, atividade antifingica, Croton anisodontus,
espectroscopia, calculos computacionais
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ABSTRACT

The Euphorbiaceae family stands out as one of the largest dicotyledon families. Among
its genera native to Brazil, the genus Croton has about 700 species, many of which are
used in popular medicine to treat various diseases, including infections by drug-resistant
microorganisms. One of the strategies to search for new antibacterial agents is the
isolation of substances from natural products. The compound 2-hydroxy-3,4,6-
trimethoxyacetophenone with the molecular formula C;;0sH14 was isolated from the
stem bark of Croton anisodontus, an endemic species native to the caatinga of Northeast
Brazil. It should be noted that there is no report in the literature on its structural and
vibrational properties, which are important for the identification, analysis and
characterization of this substance. Accordingly, the aim of this study was to evaluate the
antimicrobial and antibiotic-modifying activities of the compound 2-hydroxy-3,4,6-
trimethoxyacetophenone and to investigate its structural and vibrational properties by
Fourier Transform Raman (FT-Raman) and Fourier Transform Infrared (FT-IR)
spectroscopies using Density Functional Theory (DFT)calculations. Different methods
of fractionating the hexane extract of the stem bark of Croton anisodontus were
evaluated, such as column chromatography and partition between immiscible solvents,
until a solid called CAL 1 was obtained. After recrystallization from hexane and
analysis by thin-layer chromatography, this substance appeared to be pure. A
microdilution assay was performed to determine antimicrobial activity and possible
interactions between the natural product and antibiotics, using a sub-inhibitory
concentration. 2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyacetophenone demonstrated  significant
interactions with the aminoglycosides tested (p<0.001) against P. aeruginosa and with
amikacin for S. aureus. The present results indicate that 2-hydroxy-3,4,6-

trimethoxyacetophenone with antibacterial activity.

Key words: antibacterial activity, antifungal activity, Croton anisodontus, spectroscopy,
computational calculations.
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INTRODUCAO

As doengas infecciosas representam uma das mais importantes justificativas de
morte no mundo, com prevaléncia nas regibes tropicais. Nos paises em
desenvolvimento o tratamento destas enfermidades € mais dificil, ndo sé pela existéncia
de microrganismos resistentes, mas também pela baixa renda da populacdo que dificulta
seu acesso a essa populacdo aos medicamentos apropriados (KUETE et al, 2011).

Com relacdo a bactérias patogénicas, um problema crescente e preocupante é o
aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos (SILVEIRA et al, 2006).Para
pacientes, a resisténcia antimicrobiana aumenta a morbidade e mortalidade, enquanto
que para as instituicbes de saude significa aumento nas despesas (DANCER, 2001).

Os microrganismos possuem varios mecanismos pelos quais podem resistir aos
efeitos dos antimicrobianos, dentre eles: alteragdo da estrutura molecular dos
antimicrobianos, producdo de enzimas que inativam a droga, alteracdo das proteinas
ligantes da penicilina ou outros pontos-alvo nas paredes das células, alvos modificados
da DNA-girase, mutacdes de permeabilidade e modificacGes ribossdomicas (FILE Jr,
2000).

Atualmente combinag¢bes maltiplas de drogas estdo sendo utilizadas no combate
a disseminacdo de bactérias patogénicas resistentes a antibioticos. Relatos indicam que
diferentes combinacdes antibidticas testadas in vitro e aplicadas em clinicas sédo
comuns, é o caso da combinacdo de penicilina com a gentamicina. Essa combinagéo
vem sendo utilizada também entre antibidticos e produtos naturais de origem vegetal
que poderdo alterar a acdo dos antibioticos, seja aumentando a atividade antibiotica ou
revertendo a resisténcia (COUTINHO et al, 2008).

Quando a substancia utilizada na combinacdo intervém de forma positiva, ou
seja, aumentando a atividade do antibidtico, é dito que provoca um efeito sinérgico. Ao
contrario, quando hd uma diminuicdo ou inativacdo da acdo dos antibidticos frente a
substancia ocorrera o efeito antagbnico (CANTON e ONOFRE, 2010).

Pesquisas com novas substancias com efeito antimicrobiano podem contribuir
significativamente no desenvolvimento do campo da saude em nivel mundial,
encontrando férmulas mais eficientes e com menos toxicidade na corrida contra a
resisténcia de microrganismos patogénicos (SAUDE-GUIMARAES e FARIA, 2007).



Os avangos ocorridos nos Ultimos anos na area de quimica medicinal e biologia
molecular facilitaram a descoberta de novos alvos biolégicos. A quimica combinatéria
consegue comportar a sintese de milhares de compostos em um curto espaco de tempo,
e técnicas de selecdo permitem que sejam testados varios compostos simultaneamente
(ZACCHINO, 2001). Programas computacionais contribuem na modelagem de
moléculas ativas e vem aperfeicoando novos farmacos recombinantes com maior
poténcia e uma ac¢ao mais seletiva para a molécula alvo (BARREIRO, 2001).

As plantas sdo uma fonte significativa de produtos naturais com potencial
bioldgico ativo, muitos dos quais sdo integrados em modelos para a sintese de uma
grande quantidade de farmacos. Estes produtos constatados na natureza revelam uma
infinidade quase que surpreendente de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e
biologicas (BRESOLIN e FILHO, 2003). Compostos podem ser isolados de plantas,
bactérias e fungos, para estudo de suas propriedades quimicas, fisicas e farmacologicas.
Porém, muitos compostos ativos biologicamente apresentam-se em baixa concentracao
nas plantas, e assim sdo produzidos sinteticamente em maior quantidade, permitindo
que suas propriedades sejam avaliadas em testes minuciosos (ARAUJO, 2005).

A familia Euphorbiaceae, tem destaque, por ser uma das maiores entre as
dicotileddneas, compreendendo cerca de 300 géneros, e 5000 espécies. No Brasil,
ocorrem 72 géneros e cerca de 1.300 espécies em todos os tipos de vegetacédo, sendo o
género Croton o segundo mais representativo, com cerca de 700 espécies (SANTOS et
al, 2008).

Estudos fitoquimicos realizados com espécies de Croton tém mostrado a
presenca de terpenoides (SANTOS et al, 2008; SANTOS et al, 2009; SALATINO et al,
2007); alcaloides (MILANOWSKI et al, 2002; ARAUJO-Jr et al, 2004; RISCO et al,
2003); flavonoides (TSACHEVA et al, 2004; PALMEIRA et al, 2005; GONZALEZ-
VAZQUE?Z et al, 2006); triterpenos e esterdides (MACIEL et al, 2000; CATALAN et
al, 2003). Esses metabdlitos secundarios sdo responsaveis por uma vasta variedade de
atividades farmacoldgicas, principalmante atividade antimicrobiana contra fungos e
bactérias (SALATINO et al, 2007; CARNEIRO et al, 2011; AS et al, 2011) o que vem
a ser de grande importancia, uma vez 0s agentes antimicrobianos convencionais estdo
gradativamente perdendo sua eficacia, principalmente devido ao uso indiscriminado
dessas drogas (HANCOCK et al, 2007).

H& um grande nimero de estudos sobre as atividades bioldgicas de diversos

Crotons, contudo, no que se refere ao Croton anisodontus ha pouco relato na literatura
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(RODRIGUES et al, 2013). Ressalta-se ainda que esse Croton é uma espécie endémica
nativa da caatinga do Nordeste do brasileiro (CORDEIRO et al, 2012). Estudos
realizados com espécie de Croton anisodontus relata a presenca do composto de nome
cientifico 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (C110sH14) (RODRIGUES et al, 2013).
Esse composto foi primeiramente obtido a partir do Croton nepetaefolius popularmente
chamado de "marmeleiro vermelho™ (SANTOS et al, 2008).

Os compostos derivados das acetofenonas possuem relatos de varias atividades
bioldgicas como: antiespasmddica (CECHINEL Filho et al, 1995), antibacteriana
(NIERO et al, 1996), antifungica (CECHINEL Filho et al, 1996), antiinflamatoria
(FAVIER et al, 1998) e efeito hipocolesterolémico (OLIVEIRA, 2001). Eles podem ter
sua origem de plantas (FAVIER et al, 1998) ou serem produzidas por via sintética.
Contudo, suas propriedades bioldgicas, estruturais e espectrosclpicas sdo pouco
exploradas.

Portanto, neste trabalho realizamos estudos microbiologicos e de
espectroscopia vibracional no composto2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona com o
objetivo de avaliar seu potencial biologico e de analisar suas propriedades vibracionais.



1. OBJETIVOS

1.10bjetivo geral

Verificar a atividade antimicrobiana e moduladora do composto 2-hidroxi-3,4,6-

trimetoxiacetofenona isolado do Croton anisodontus e investigar suas propriedades

vibracionais utilizando as técnicas de espectroscopias FT-Raman e FT-IR, e calculos

computacionais usando DFT.

1.2 Objetivos especificos

Avaliar o espectro de acdo e o grau de inibicdo do composto 2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiacetofenona determinando a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

sobre as linhagens bacterianas e fungicas patogénicas;

Verificar a eficacia do composto 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenonana
modulacdo da resisténcia bacteriana a aminoglicosideos e modulacdo da

resisténcia fungica a antifungicos;

Realizar medidas de caracterizacdo espectroscopica do composto 2-hidroxi-
3,4,6-trimetoxiacetofenona por espectroscopias FT-Raman e FT-IRcom o

propdsito de determinar os modos vibracionais;

Utilizar a simulacdo computacional para auxiliar na analise dos modos normais
de vibracBes do composto 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona observados

experimentalmente pelas técnicas de espectroscopias FT-Raman e FT-IR;

Classificar os modos normais de vibracdo de uma molécula isolada do composto
2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona com base na distribuicdo de energia

potencial (PED - do inglés Potential Energy Distribution).



2. REFERENCIAL TEORICO

Este capitulo abordard importantes informagdes que serdo relevantes para
discusséo dos resultados verificados em nosso trabalho.

2.1 Plantas medicinais

Segundo a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) planta medicinal ¢ “todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgdos, substancias que podem ser
utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”
(OMS, 2002).

A compreensdo historica sobre o uso de plantas para o tratamento e a cura de
doencas define caracteristicas que esta pratica da medicina popular acompanha a
humanidade desde seus tempos mais remotos. A este fato é adicionado o entendimento
de que, para parte significativa da populacdo mundial e em nosso pais, 0 emprego de
plantas para fins medicinais € o Unico recurso terapéutico encontrado (HEIDELBERG,
2001).

Até o0 ano de 2002 pouco se conhecia sobre a constituicdo quimica de 99,6% das
plantas da flora brasileira, avaliadas entre 40 mil a 55 mil espécies, sendo que 10 mil
podem ser consideradas medicinais, aromaticas e Uteis (SILVA et al, 2002). Das
espécies vegetais encontradas no Brasil, menos de 1% até o ano 2000 tinham sido
estudadas adequadamente. Além disso, muitos compostos das vias metabolicas
secundarias das plantas medicinais ja isolados e com estruturas quimicas determinadas
ainda ndo foram estudadas quanto as suas atividades bioldgicas (MARTINS et al,
2000).

A OMS introduziu em 2002, um plano de estratégias para estimular a utilizacao
da medicina tradicional (ou alternativa) nos programas de Assisténcia a Satde de seus
paises membros, tendo como principais metas: criar politicas publicas para estimular
programas de aplicacdo nos Sistemas Nacionais de Atencdo a Saude; fomento a
seguranca, eficacia e qualidade da préatica da medicina tradicional; aumentar do acesso a
esta pratica terapéutica e promover o uso racional da medicina tradicional. Até hoje

essas medidas ainda sdo adotadas pelo SUS (Sistema Unico de Satde).



As caracteristicas antimicrobianas de substancias e 6leos essenciais contidos em
plantas como produtos de seu metabolismo secundario tém sido analisado
empiricamente durante séculos, mas foram comprovados cientificamente. Varios grupos
de pesquisadores estdo interessados em estudar a atividade biolégica de plantas
medicinais originarias de diversas regides do mundo tornou-se um ndmero cada vez
maior. Orientados pelo uso popular das espécies nativas coletam informacGes e fazem
comprovacgdes das espécies utilizadas. Por outro lado, microrganismos que causam
prejuizos a salde humana estdo se mostrando resistentes & maioria dos antimicrobianos
conhecidos, 0 que incentiva ainda mais a procura por antibiéticos de ocorréncia natural
(DUARTE, 2006).

Admitindo o potencial terapéutico das plantas medicinais e visando a sua melhor
utilizacdo para a populacdo brasileira, 0 Ministério da Salde através do Departamento
de Assisténcia Farmacéutica e Insumos Estratégicos (DAF), 6rgdo da Secretaria de
Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos (SCTIE), aprovou a Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), que lista 71
espécies vegetais que foram selecionadas por serem amplamente utilizadas pela
populacdo brasileira. O proposito € informar estudos e pesquisas que possam subsidiar a
elaboracdo da lista de plantas medicinais e fitoterapicas a serem disponibilizadas para
uso da populacdo, com seguranca e eficacia para o tratamento de determinada doenca.
(BRASIL, 2009).

2.2 O Género Croton

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

A bibliografia segundo CRAVEIRO, 1981 descreve 0 género Croton da seguinte
maneira: Espécies desse género sdo representadas por arvores, arbustos, sub arbustos,
ervas e raramente lianas. Podem ser monoicas ou didicas, 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 apresentam pélos estrelados enquanto que outras possuem pelos
lepdotos ou escamosos. As flores de ambos 0s 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 numero de cinco, enquanto que o nimero de estames varia de acordo
com a especie, nunca sendo inferior a cinco. J& o fruto é uma cépsula triococa, varia de
2 a 6 mm de diametro e as sementes sdo geralmente escuras e oleaginosas.

Existem varios estudos bioldgicos associados ao género Croton. As plantas deste
género possuem uma grande quantidade de metabdlitos secundarios responsaveis pelas
atividades  biologicas, dentre esses constituintes ativos encontram-se  as
proantocianidinas, terpenos, alcal6ides, flavonas e outros compostos fenolicos
(DALBO, 2004). Entre algumas das atividades conferidas ao género Croton que foram
observadas sdo: atividade anti-helmintica e efeito cardiovascular de Croton zehntneri
(CAMURCA-VASCONCELOS et al, 2007), antinociceptiva de Croton urucurana
(RAO et al, 2007), moluscicida de Croton campestris (BABILI et al, 2006),
antiinflamatoria de Croton cuneatus (SUAREZ et al, 2006), anticancerigeno de Croton
flavens, mutagénica e antioxidante de Croton lechleri (LOPES E LOPES et al, 2004) e
atividade antibacteriana in vitro de Croton campestres (MATIAS, 2010).

Estudos iniciais de atividade antimicrobiana dos extratos metanolico das folhas,
casca do caule, lenho e raizes de Croton anisodontus Mull. Arg. j& comecaram a ser
pesquisados. Esses extratos foram testados frente as bactérias Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis causadoras da carie dental. O resultado
deste estudo indicou que os extratos metanolico de C. anisodontus conseguiram
interferir de forma significativa no crescimento das bactérias testadas. Os autores
atribuem o isolamento do diterpeno casbano do lenho como confirmacdo para o
resultado positivo da atividade antimicrobiana obtida para este extrato. Nesse mesmo
trabalho ainda foram realizados estudos fitoquimicos onde aconteceu o primeiro relato
para esta espécie. Segundo os autores o estudo fitoquimico dos extratos das folhas e
raizes, bem como a avaliacdo do potencial antimicrobiano desta espécie frente a outras
bactérias ainda esta em andamento (RODRIGUES et al, 2013).



2.3 Microrganismos e infecgles

A escolha das linhagens bacterianas e fungicas testadas neste trabalho foram
baseadas em sua significAncia para clinica médica e 0s seus mecanismos de resisténcia
frente a antimicrobianos utilizados atualmente.

Alguns autores estabelecem que a infeccdo tenha uma relagdo com 0s servigos
de salde (IASS — Instituto de Assisténcia a Saude do Servidor) de tal forma que
reconhece os agravos como exclusividade de situacOes de internacdo hospitalar, que
podem ocorrer devido ao contato do paciente com bactérias e outras modalidades de
infeccOes hospitalares no atendimento ambulatorial, no dia a dia do hospital entre outros
(MCKIBBEN et al, 2005).

As infeccBes hospitalares constituem importante problema de satde publica
mundial, causando o aumento na morbidade, na letalidade e no tempo de internacéo
para o tratamento dos pacientes; provocando também mudanca nos padrdes de
resisténcia microbiana; e consequente elevacdo nos custos assistenciais (SANTOS,
2006).

Os microrganismos gque agem como patogenos distingue-se por sua acdo e
resposta nos diferentes tecidos de um mesmo hospedeiro. Existem avangos empolgantes
nos estudos da relagdo funcdo-estrutura para a maioria das moléculas bacterianas que
possuem papel de relevante importancia na doenca infecciosa. Esses conhecimentos
abrangem moléculas que fazem parte de estruturas tais como “pili”, proteina M
estreptococica e toxinas. A reunido de técnicas moleculares, mutagénese, analise de
epitopos e cristalografia por Raios X tem dado oportunidade de novas abordagens sobre
a atribuicao dessas moléculas na viruléncia. (GOMES, 2013).

O género Staphylococcus de bactérias sao disseminados na natureza assim como
também na microbiota normal da pele e na mucosa dos passaros. Algumas espécimes de
Staphylococcus sdo constantemente identificadas como agentes etiologicos de infeccbes
oportunistas em muitos animais e também em humanos (NOSTRO et al, 2004;
COUTINHO et al, 2009). Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus haemolyticus sdo as espécies mais
marcantes por acarretar infeccdes nos seres humanos a nivel hospitalar. Aléem de
promover tipos distintos de intoxicacfes. S. aureus € o patdgeno mais corriqueiro em
infeccdes purulentas, (por exemplo, furinculo, carbinculo, abscesso, miocardite,

endocardite, pneumonia, meningite, artrite bacteriana) (VERHOEFF et al, 1999).



Escherichia coli é uma das mais importantes causadoras de doencas infecciosas
humanas, conhecidas por fabricar enterotoxinas cujas propriedades e seu papel nas
doencas diarréicas tem sido amplamente examinado. A acdo das citotoxinas e seu papel
na infeccdo humana ja foi identificado (KONOWALCHUK et al, 1977; SCOTLAND et
al, 1980), prevalente em infec¢des do trato urinario (HUGHES et al, 1982).

A Pseudomonas aeruginosa pode acarretar infec¢gbes nosocomiais graves, com
alta letalidade (PELLEGRINO et al, 2002; SAFDAR et al, 2004). Na atualidade se
localiza entre as principais bactérias causadoras de infeccGes hospitalares, ficando atras
apenas para o Staphylococcus coagulase negativo e o Staphylococcus aureus (SADER
et al, 2001). Informacbes de reducdo da susceptibilidade da P. aeruginosa aos
antimicrobianos vém sendo publicados no Brasil (ANDRADE et al, 2003; KIFFER et
al, 2005) e varios paises (VAN ELDERE, 2003; RAJA e SINGH, 2007)destacando-se a
reducdo de sensibilidade aos antibidticos de maior espectro de acdo como o0s
carbapenémicos e as cefalosporinas anti-pseudomonas (NICOLETTI et al, 2006; LI,
ZHANG e POOLE, 2000). Vale salientar que entre as mutacdes que provocam O au-
mento da resisténcia, estd a producdo de enzimas beta-lactamases e metallo-beta-
lactamases (CAVALLO et al, 2002; SADER et al, 2005).

Os fungos s@o importantes agentes etioldgicos de doengas humanas. Os mais
predominantes patogenos fungicos sdo as especies de leveduras do género Candida.
Essas espécies podem ocasionar varias doencas que vdo desde infeccbes de mucosas
superficiais, como candidiase vulvovaginal e candidiase orofaringea, até infeccdes mais
invasivas de alto potencial letal. A candidiase orofaringea ¢ muito frequente em
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (AIDS), enquanto infeccbes
sistémicas profundas sdo comumente associadas com neutropenia, resultante de terapia
antineoplasica ou terapia imunossupressiva apos transplante de 6rgdos (SULLIVAN et
al, 2004).

O género Candida compreende cerca de 200 espécies, sendo C. albicans a
espécie mais patogénica e constantemente isolada das lesdes de candidiase. Entretanto,
outras espécies também podem ser conceituadas como importantes patdgenos humanos
(MCCULLOUGH et al, 1996). Além disso, tem sido preconizado que a alta incidéncia
de infeccBes causadas por espécies ndo albicans estd aumentando (SULLIVAN et al,
2004).



2.4 Resisténcia microbiana

A resisténcia microbiana surge quase simultaneamente com o uso clinico das
primeiras geracbes de antimicrobianos. No inicio 0 acontecimento da resisténcia
microbiana ndo parecia ser um problema perturbador, pois rapidamente era resolvido
com a insercdo de novos agentes e alteracdes estruturais nos compostos ja existentes
que aumentavam o poder de a¢do da droga. A intensificacdo na producao de antibioticos
e antifngicos, cada vez mais eficientes, associados a seu uso indiscriminado, a
habilidade microbiana de assumir resisténcia e disseminar essa competéncia, tem
selecionado cepas microbianas cada vez mais resistentes. Esse acontecimento tem
levado mais rapidamente pacientes hospitalizados a Obito, além de elevar
significativamente os custos com relacdo ao tratamento da infeccdo (COUTINHO et al,
2009; MATIAS et al, 2010).

Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) de Atlanta, nos
Estados Unidos, microrganismos resistentes sdo aqueles que apresentam resisténcia a
uma ou mais classes de antimicrobianos. Sob o entendimento laboratorial, compreende-
se como o crescimento bacteriano in vitro na presenca de concentracdes sericas de
antibiotico ou quando apresentam resisténcia a duas ou mais classes de drogas que
causam interferéncia em seu papel de crescimento e, as quais seriam normalmente
sensiveis (MARTINS et al, 2001; AZEVEDO, 2005).

A resisténcia microbiana aos antibioticos pode ser denominada como intrinseca
ou adquirida. A intrinseca trata-se da heranca genética do microrganismo, de suas
propriedades naturais e fenotipicas e ndo expde qualquer ameaca a terapéutica, isto
porque € previsivel, basta identificar o agente etioldgico da infeccdo e 0s seus
mecanismos de acdo dos antibioticos acessiveis clinicamente no mercado. Porém a
resisténcia adquirida acontece em uma espécie bacteriana antes sensivel a droga em
questdo, exposto na célula da bactéria e inexistente em suas células genitoras. Essa
recente particularidade é resultante das modificagbes ocorridas na estrutura ou a nivel
bioguimico da célula bacteriana, definido por alteracbes genéticas cromossémicas ou
extra-cromossémicas (plasmidios) podendo levar ao surgimento de um individuo muito
resistente, que normalmente ndo perde viabilidade e patogenicidade (GOLD e
MOELLERING,1996).

Essa necessidade na pesquisa de novos compostos com agdo antimicrobiana tem

levado os pesquisadores a analisar a corrida medicamento versus microrganismos, pois
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desde o inicio dos anos 80 o numero de antimicrobianos em fase de aperfeigoamento
para 0 mercado farmacéutico diminuiu extraordinariamente enquanto que a resisténcia
dos microrganismos vem aumentando de forma descontrolada, pois estes estdo cada vez
mais desenvolvendo uma serie de novos mecanismos de resisténcia (FILE Jr, 2000).

Nesse contexto, varias iniciativas tém sido argumentadas com a finalidade de
evitar ou diminuir a referida situacdo. Dessa maneira, a constante emergéncia de
microrganismos resistentes nas entidades de salde e até mesmo na populacdo em geral
tem criado um grande desafio. Coincidentemente, tem se observado que providéncias
rotineiras adotadas como acompanhamento em antimicrobianos, a limpeza das maos, o
isolamento dos pacientes e a educacdo em servico nem sempre tem trazido a
colaboracéo aguardada para o controle da resisténcia das bactérias (PASKOVATY et al,
2005; FISHMAN , 2006).

2.5 Necessidade de novos antibioticos

Antibidticos sdo constituintes naturais ou sintéticos capazes de anular o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Denominam-se como
bactericidas, quando ocasionam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando
estimulam a inibi¢do do crescimento microbiano (WALSH, 2003).

Entre 1940-1960 muitos antibidticos foram descobertos através de selecdo de
produtos naturais microbianos, sendo a muitos deles eficientes para o tratamento de
bactérias Gram  positivo:  B-lactamicos  (cefalosporina),  aminoglicosideos
(estreptomicina), tetraciclinas (clortetraciclina), macrolideos (eritromicina), peptideos
(vancomicina) e outros (cloranfenicol, rifamicina B, clindamicina e polimixina B). Em
2006 trés oriundos de sintéticos foram lancados no mercado: isoniazida, trimetropim e
metronidazol (FERNANDES, 2006).

Os antibidticos de fonte natural e seus derivados semi-sintéticos envolvem a
maioria dos antibidticos em uso clinico e podem ser classificados em [B-lactdmicos
(penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas,
aminoglicosideos, macrolideos, peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos),
estreptograminas, entre outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas etc). Os
antibioticos de origem sintética sdo denominados em sulfonamidas, fluoroguinolonas e
oxazolidinonas (PATRICK, 2005; PUPO et al, 2006).
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Os antibioticos sdo uma classe de medicamento essencial. Sem eles os
nascimentos prematuros seriam mais complicados, a maioria das cirurgias e dos
transplantes seria impossivel, terapias citotoxicas para o cancer resultariam em
infeccdes letais e os hospitais seriam focos de patogenias infecciosas. Ou seja, sem eles
haveria diminuicdo drastica na expectativa de vida conquistada ao longo de décadas.
Porém a eficiéncia dos antibiéticos esta ameacada, como vem sendo demonstrado em
estudos realizados por NEVES et al, (2011); ZANOL et al, (2010), FIGUEIREDO et al,
(2009); SANTOS FILHO et al, (2002). HA& um aumento exorbitante de casos, ndo
apenas de resisténcia a um farmaco, mas a muitos deles.

Estudos comprovam que o uso de antimicrobianos é a crucial for¢ca motora para
a propagacdo de resisténcia bacteriana. A resisténcia bacteriana é maior em caso de uso
inadequado desses medicamentos, onde o tratamento ndo é seguido conforme orientacao
médica. E comum o surgimento de resisténcia bacteriana no decorrer da terapia
medicamentosa, com faléncia terapéutica. Mundialmente estd sendo estabelecida uma
correlacdo temporal entre a comercializagdo de novos agentes e 0 posterior
desenvolvimento de resisténcia microbiana, muitas vezes ap0s curto periodo de sua
liberacdo para mercado (LIVERMORE, 2005; DELLIT et al, 2007).

Estratégias com base no controle do uso de antimicrobianos podem ser
excelentes para prevenir o surgimento de mais resisténcia. E por isso que determinagdes
nacionais focadas no controle de uso desses farmacos deveriam ser desenvolvidas,
aperfeicoada e executadas. O mais viavel seria dispor de informacdes bem préximas do
real, sobre as alteracdes nos padrdes brasileiros de prescrever os antimicrobianos e fazer
uma relacdo com a evolucdo dos perfis de resisténcia de micro-organismos provenientes
de amostras ambulatoriais. Assim podendo ser desenvolvidas politicas baseadas em
cada regido, levando em consideracdo os problemas particulares encontrados em
diferentes locais do territério nacional (BRITO e CORDEIRO, 2012).

O aumento continuo e descontrolado da resisténcia bacteriana, principalmente
entre patdgenos potencialmente perigosos, tem elevado a necessidade de novos
farmacos e novas classes de antibioticos, tanto para infeccGes adquiridas em hospitais
guanto na comunidade, para assim obter tratamento eficaz contra infeccbes (BRITO e
CORDEIRO, 2012).
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2.6 Atividades moduladora

O uso combinado de multiplas drogas esté sendo considerado altamente eficiente
no combate a disseminacdo de bactérias patogénicas resistentes a antibidticos. Muitos
estudos foram relatados demonstrando que diferentes combinagfes antibiéticas testadas
in vitro e utilizadas em clinicas sdo comuns. Um exemplo é o uso combinado de
penicilina com a gentamicina. Essa associacdo vem sendo utilizada também entre
antibiético e produtos naturais de origem vegetal, que vdo alterar a agdo dos
antibidticos, seja aumentando a atividade antibidtica ou revertendo a resisténcia
(COUTINHO et al, 2008).

Quando esses produtos naturais tém sua acdo de forma positiva potencializando
a atividade do antibidtico, desencadeia um efeito considerado sinérgico. Ja o efeito
antagbnico ocorre quando ha uma diminui¢do ou inativacdo da acdo dos antibioticos
frente ao produto natural (CANTON e ONOFRE, 2010).

Estudos cientificos relatam o uso extratos, 0leos essenciais e substancias isoladas
de diversas plantas tém sido investigados, além de suas propriedades antibacterianas, a
capacidade de interferir na atividade antibiotica, demonstrando um efeito sinérgico ou
antagbnico (ANGELICO, 2011). Outros trabalhos enfatizam que nessa associagio
consegue-se diminuir a toxicidade desses medicamentos convencionais, pois diminuem
a quantidade do farmaco ao associar a planta medicinal, diminuindo assim toxicidade
dos antibioticos (FIGUEREDO et al, 2013).

O extrato etandlico das folhas de Mormodica charantia quando testado para uma
possivel atividade antibacteriana frente a E. coli multirresistente, ndo foi verificado
resultados significativos do ponto de vista clinico com CIM > 1024 ug/mL, mas quando
combinado em associagdo com a amicacina e neomicina apresentou sinergismo com
efeito aditivo (COUTINHO et al, 2009).

Em testes de modulacdo da atividade de antibioticos, os extratos metandlicos e
hexanicos das espécies Croton camprestis A., Ocimum gratissimum L. e Cordia
verbenacea na concentra¢do subinibitoria de 16 ug/mL, apresentaram potencializagdo a
acdo de todos os antibidticos testados em todas as linhagens de E. colie. S. aureus,
reduzindo consideravelmente a quantidade de antibiotico utilizado (MATIAS, 2010).

O o6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) cujos constituintes
majoritarios séo: a-pineno (19,8%), B-mirceno (24,2%), 1,8 cineol (22,2%) e verbenona

(9,3%), conforme descrito na literatura foi testado quanto a sua atividade moduladora da
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resisténcia bacteriana. E o mesmo foi eficaz em modular a resisténcia de cepas de E.coli
e Salmonella spp. em associacdo com o0s antibidticos ampicilina, tetraciclina e
nitrofurantoina (RIBEIRO et al, 2012).

Estudos ainda de potencial antimicrobiano entre o 6leo essencial de L. sidoides
(OELS) etimol analisados pelo método de microdiluigdo frente as bactérias e fungos
leveduriformes originarios da ATCC, ndo demonstraram atividade significativa, porém
a associacdo entre o 6leo essencial de L. sidoides e timol que é seu componente isolado
majoritario, com a gentamicina frente a Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa permitiu observar a reducdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em
32 vezes e 4 vezes respectivamente (VERAS, 2011).

2.7 Mecanismos de resisténcia bacteriana e fungico

As bactérias apareceram na terra ha cerca de 3,5 bilhdes de anos, em ambiente
adverso: temperaturas altissimas, radiacdes ultravioleta e cdsmica, tempestades e
auséncia de nutrientes. Elas derrotaram todos os obstaculos e evoluiram para atingir
atualmente todos os habitats. Sua grande habilidade de adequar-se ao ambiente esta
relacionada a estrutura gendmica, que garante a troca de genes entre as bactérias,
adotando para isso elementos ndo cromossémicos: plasmidios, transposons e até
bacteriofagos. Estes ultimos causam a lisedas bactérias hospedeiras, porém pode
carregar e espalhar genes bacterianos (MARTHOR e AMABIS, 1997).

Os microrganismos possuem varios mecanismos pelos quais podem resistir aos
efeitos dos antimicrobianos, dentre eles: alteragdo da estrutura molecular dos
antimicrobianos, producdo de enzimas que inativam a droga, alteracdo das proteinas
ligadoras da penicilina ou outros pontos-alvo nas paredes das células, alvos modificados
da DNA-girase, mutacGes de permeabilidade e modificacbes ribossémicas (FILE Jr,
2000).

Para compreensdo dos mecanismos de resisténcia das bactérias aos antibioticos
primeiramente deve-se conhecer a sua estrutura e mecanismo de acdo. Um antibiotico é
um composto natural que causa a morte bacteriana ou inibe o seu crescimento. Nos dias
atuais, 0s antibioticos e os quimioterapicos fazem parte do conceito de antimicrobianos,

mas as opinides se dividem quanto a aplicacdo destes conceitos (DIAS, 2009).
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Na evolucdo das bactérias é inevitavel ndo referir as mutacGes que possam
ocorrer, quer essas sejam induzidas quer sejam espontaneas. O maior empecilho da
resisténcia mediada por mutagdo é a sua transmissdo as geragGes seguintes, 0 que torna
a bactéria resistente prevalente (MAYER, 2012; NEIHARDT, 2004; VEIGA, 1984). A
transferéncia horizontal de genes é um processo de obtencdo de material genético entre
bactérias da mesma espécie ou espécies diferentes. Pode acontecer por trés mecanismos:
transformacgéo, transducdo ou conjugacdo, e ainda por transposicdo (DZIDIC,
SUSKOVIC e KOS, 2007; TODAR, 2012).

Os mecanismos de resisténcia adquiridos pelas bactérias podem ser intrinsecos
ou adquiridos por transmissdo de material genético ou mutacdo (RICE e BONOMO,
2005). A resisténcia natural € uma particularidade intrinseca de um microrganismo, que
acontece sem uma exposicdo anterior ao antibiético. Uma prévia compreensdo da
resisténcia intrinseca das diferentes espécies auxilia a uma melhor escolha das
estratégias de tratamento contra infec¢bes (RICE e BONOMO, 2005).

Ja a resisténcia adquirida com uso de antibidticos é observada principalmente
através de quatro mecanismos: a alteracdo da permeabilidade, a alteragdo do local de
acdo, a bomba de efluxo e 0 mecanismo enzimatico que altera a estrutura quimica do
antibidtico (RICE e BONOMO, 2005).

Na resisténcia pela modificacdo da permeabilidade do antibidtico dever-se levar
em consideracdo as alteracdes estruturais, a seletividade e o tamanho das porinas.
Antibidticos como os PB-lactdmicos, fluoroquinolonas e tetraciclinas penetram no
interior da célula através de porinas existentes na membrana externa. Qualquer
diminuicdo na funcdo ou quantidade de porinas levard a resisténcia da bactéria ao
antibiotico, diminuindo a a¢do do antibidtico no interior da bactéria (DECLOUR, 2009).

A resisténcia pela alteracdo do local de acdo caracteriza-se pela diminuicdo ou
mesmo pela auséncia de afinidade do antibiotico ao local de ligacdo. Esta acontece por
alteracdo da estrutura do peptidoglicano, interferéncia na sintese de proteinas ou na
sintese de DNA (RICE e BONOMO, 2005; FLUIT, VISSER e SCHMITZ, 2001).

Bombas de efluxo sdo proteinas presentes nas membranas, € a resisténcia através
dessa ocorre por um efluxo, isto é, o transporte ativo dos antibiéticos do meio
intracelular para o meio extracelular. Na resisténcia pela alteracdo do sitio de acdo do
antimicrobiano de afeta todas as classes de antibi6ticos, no entanto apresenta maior
eficdcia na presenca de macrolidios, tetraciclinas e fluoroquinolonas, pois estes inibem a
biossintese de proteinas e de DNA. (DZIDIC, SUSKOVIC e KOS, 2007).
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O mecanismo enzimatico de resisténcia devido a inativacdo do farmaco resulta
da producéo, pela bactéria, de enzimas que degradam ou inativam o antibiotico. Existem
trés grandes estratégias, tais como, hidrolise, transferéncia de um grupo ou processo
redox (DZIDIC, SUSKOVIC, KOS e 2007).

FIGURA 01 Alteracdo da permeabilidade da parede bacteriana. FIGURA 02

Alteracdo do sitio de acdo do antimicrobiano. FIGURA 03 Bomba de efluxo.
FIGURA 04 Mecanismo enzimatico. (Fonte: RM CONTROLE, 2007)

Os fungos sdo microrganismos encontrados no solo, na agua, nos vegetais, no ar,
nos animais e em detritos diversos. Sdo eucaridticos, heterotréficos e possuem parede
celular. Os fungos podem ter morfologia diferente segundo as condi¢des nutricionais e a
temperatura (TRABULSI, 1991).

Muitos fungos apresentam potencial patogénico para os humanos. De acordo
com os tecidos e Orgaos que sdo afetados, as micoses sdo classificadas em: micoses
superficiais; micoses da pele, unhas e pélos, micoses subcutaneas e micoses sistémicas
ou profundas (TRABULSI, 1991). As infec¢Bes por fungos sdo de dificil tratamento
devido a sua resisténcia aos antifungicos e a alta toxicidade dessa classe de farmacos
(FICA, 2004). Dentre os mecanismos de resisténcia dos fungos destaca-se a

superproducdo de enzimas, implementacGes de vias metabolicas alternativas e a
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producdo de proteinas de bomba de efluxo que expulsam ou impedem que o
medicamento entre na célula flngica (PINA-VAZ et al, 2005; LEITE, 2010).

Os mais importantes mecanismos moleculares e bioquimicos que contribuem
para o fendtipo de resisténcia a drogas em eucariotos sdo: diminuicdo da captacdo da
droga; alteracdo ou degradacdo metabdlica da droga pela célula; modificacdo na
interagdo da droga com o sitio alvo ou com outras enzimas envolvidas na mesma via
enzimatica, através de mutacGes pontuais, expressdo exagerada da molécula alvo,
amplificacdo e conversdao génica (recombinagdo); aumento do efluxo celular. Um
exemplo é uma maior expressdo das bombas de efluxo, como os transportadores do tipo
ABC (ATP binding cassette). A resisténcia de dermat6fitos a agentes inibidores envolve
a participacdo de modificadores de enzimas alvo, super-expressdo de transportadores
ABC e proteinas relacionadas ao estresse (MARTINEZ-ROSSI, PERES e ROSSI,
2008).

2.8 Atividades biologicas das acetofenonas

Os compostos fenolicos representam uma grande variedade de substancias
caracterizadas pela presenca de um ou mais anéis aromaticos ligados a pelo menos um
radical hidroxila e\ou outros substitutos, e podem ser divididos de acordo com o niUmero
de anéis fenolicos e com as estruturas as quais estdo ligados (ARCHIVIO et al, 2007),
podem atuar nas plantas como antioxidantes, antimicrobianos, antifungicos, foto
receptores, atraentes visuais e repelentes de predadores (MIDDLETON,
KANDASWAMI e THEOHARIDES, 2000).

Dentre os compostos fendlicos encontram-se as acetofenonas, que apresentam
varias atividades biologicas. Estes compostos podem ocorrer em plantas naturalmente
(FAVIER, et al, 1998), ou podem ser produzidos por via sintética. Eles despertam
grande interesse por apresentarem importantes atividades bioldgicas comprovadas,
como: antiinflamatéria (FAVIER et al, 1998), antiespasmddica (CECHINEL Filho et al,
1995), antibacteriana (NIERO et al, 1996) e antifingica (CECHINEL Filho et al,1996).
Gul e colaboradores (2002) relatam importante atividade antifingica de derivados da
acetofenona conhecidos como bases bis Manich, bis (B-aroiletil) metilamina

hidroclorado.
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2.9 Espectroscopia vibracional

Espectroscopia é etimologicamente uma mistura de grego e latim, e significa o
estudo dos espectros (L. spectrum + skop, do G. skopein, observar). O termo “espectro”
foi utilizado pela primeira vez por Newton em 1671, para descrever a imagem colorida
produzida por um feixe de luz solar ao incidir num alvo, apds ter atravessado um prisma
de vidro. Atualmente, entende-se por espectro a representacdo de uma dada grandeza
referente a um objeto de estudo (4&tomo, molécula, particula, sélido...) em funcéo da
frequéncia, energia ou comprimento de onda da radiacdo absorvida ou emitida
(BERBERAN e SANTOS, 2013).

A espectroscopia define-se por sua vez como o estudo da interagdo radiacéo-
matéria (OLIVEIRA, 2001). Em Espectroscopia, consideram-se 0S processos associados
a absorcdo e emissdo de radiacdo (lineares e ndo lineares). Para um espectroscopista, 0
estudo dos espectros é a finalidade da sua atividade, e ndo € necessaria qualquer outra
justificacdo. No entanto, h& inumeras aplicacdes da Espectroscopia, se pode resumir no

quadro 01 apresentado a seguir, e justificam a sua importancia:

Quadro 01: aplicacbes da espectroscopia (FONTE: BERBERAN e
SANTOS, 2013).

Objeto de estudo Informacdes obtidas Exemplos
Atomo, molécula, | Concentragédo -
nanoparticula, sélido Estrutura Distancia e angulos; grupos
Dinamica funcionais; forma

Movimentos intra e

intermoleculares

Meio (dtomo, molécula, | Parametros  fisicos e | Temperatura, pressao,

etc. usando como sonda ou | quimicos, estrutura, | viscosidade, concentracao

como rotulo) localizacéo de oxigénio, de 4gua,
acidez...
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2.9.1 Espectroscopia de absorg¢éo no infravermelho

A radiacdo infravermelha ndo dispde de energia suficiente para produzir
transicOes eletronicas. Para que uma molécula absorva a radiacdo no infravermelho ela
deve sofrer uma modificagdo no momento de dipolo durante seu movimento rotacional
ou vibracional. Somente sob estas circunstancias o campo elétrico alternado da radiacdo
pode interagir com a molécula e causar variagdes no momento de dipolo (SKOOG et al,
2009).

A interacdo ressonante entre fotons na regido do infravermelho e os auto-estados
vibracionais da molécula é bem determinada. A energia do foton absorvido (hv) deve
ser igual a diferenca de energia entre dois auto-estados particulares.

hv= E,-E;

As vibragbes moleculares podem ser classificadas como estiramento ou
deformacdo angular. Os estiramentos podem ser simétricos ou assimeétricos. As
vibracbes de deformacdo podem ser de quatro tipos: deformacgdo simétrica no plano
(scissoring), deformacdo assimétrica no plano (rocking), deformacéo simétrica fora do
plano (wagging), deformacéo assimétrica fora do plano (twisting).

A espectroscopia no infravermelho evidencia caracteristicas da presenca de
varios grupos funcionais na estrutura organica devido a interacdo das moléculas ou
atomos com a radiacdo eletromagnética em um processo de vibragdo molecular. A
radiacdo infravermelha corresponde a parte do espectro eletromagnético entre as regides
do visivel e das micro-ondas. Na Figura 5 na pagina 20 é apresentado o espectro
eletromagnético e a excitacdo molecular correspondente a cada faixa de frequéncia. A
porcdo de maior utilidade para a analise de grupos funcionais de estruturas organicas,

esta situada entre 400 e 4000 cm™.
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Figura 05. Espectro eletromagnético e a excitacdo molecular. (Fonte: Bruice, 2006)
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As ligacbes covalentes que compdem as moléculas organicas estdo em
movimento axial e angular continuo. A radiacao no infravermelho faz com que atomos e
grupos de atomos de compostos organicos vibrem com amplitude aumentada. O
processo é quantizado, porém o espectro vibracional normalmente aparece como uma
série de bandas, porque a cada modificacdo de nivel de energia vibracional corresponde
uma série de mudancas de niveis de energia rotacional, desta forma, as linhas se

sobrepdem dando origem as bandas observadas no espectro.

2.9.2Espalhamento Raman

Assim como na espectroscopia no Infravermelho, a espectroscopia Raman
concede informacdes sobre niveis de energia vibracionais e sobre a estrutura molecular,
porém os processos fisicos envolvidos sdo diferentes. Na espectroscopia Raman ocorre
0 espalhamento de luz (SALA, 1996). Pode-se dizer que o espalhamento Raman e a
espectroscopia no Infravermelho sdo duas técnicas que se complementam.

O espalhamento Raman foi primeiramente estudado teoricamente por A. Smekal
(RAE, THOMPSON e WITHERS, 1992), em 1923, que teve como base de seus estudos

a mecanica quantica. Porém, somente em 1928 € que foi observado o efeito Raman pelo
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fisico indiano Chandrasekhara Venkata Raman durante um encontro da Associacao de
Ciéncias do Sul da india. Raman foi o primeiro a publicar o espectro de espalhamento
da luz que continha linhas e bandas de determinada frequéncia deslocadas, em 1928,
com co-autoria de K. S. Krishnan, e recebeu por este trabalho o premio Nobel de Fisica
em 1930. Raman concluiu que os deslocamentos de freqiiéncias observados nada mais
eram que frequéncias de oscilacdo dos d&tomos de uma molécula e que estas frequéncias
dependiam das ligagdes quimicas e da geometria das moléculas (SILVA, 2012).

Quando a energia da radiacdo inelasticamente espalhada € maior que a energia
da radiacdo incidente é chamada de espalhamento Raman anti-Stokes; quando a energia
da radiacdo espalhada € menor que a energia da radiacdo incidente é classificada como
espalhamento Raman Stokes. Essa diferenca é igual a transicdo vibracional da molécula.
Se as energias espalhada e incidente tiverem o mesmo valor, o espalhamento sera
elastico e nenhuma informagdo vibracional molecular sera obtida. Esse espalhamento é
também conhecido como Rayleigh (SALA, 1996). A Figura 06 representa

esquematicamente esses espalhamentos.

Figura 06. Representacdo esquematica das transicdes entre niveis de energia para

os tipos de espalhamento Raman e Rayleigh. (Fonte: RICCI, 2008)
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2.9.3 Espectroscopia utilizando transformada de Fourier

Uma técnica muito importancia no estudo de sistemas moleculares complexos é
a espectroscopia por transformada de Fourier (FT). No espectrémetro por transformada
de Fourier, a codificacdo do sinal é obtida dividindo a fonte da radiacdo em dois feixes
cujos caminhos Opticos podem ser variados periodicamente para fornecer padrdes de
interferéncias. Nessa técnica o espectrdmetro é composto de um interferdmetro tipo

Michelson.

A transformada de Fourier €, entdo, usada para o processamento de dados. As
vantagens dos espectrometros por transformada de Fourier sdo: (i)a entrada do sinal
possui uma abertura larga, os espectrometros de prisma e de grade sdo limitados, pela
presenca de fendas estreitas que restringem tanto a irradidncia como o intervalo de
comprimentos de onda disponiveis; (ii) o espectro de saida possui Otima qualidade,a
resolucdo obtida com a técnica por transformada de Fourier € muito alta, limitada
apenas pela largura da janela da entrada e pela regido de comprimentos de onda em
analise (SKOOG et al, 2009). (iii) a medida de um Unico espectro é bem mais rapida na
técnica por transformada de Fourier porque as informacdes de todas as frequéncias séo

colhidas simultaneamente.

O sistema de controle de espelhos num espectrémetro por transformada de
Fourier permite sua movimentacdo em alta velocidade, possibilitando a aquisi¢do de até
20 espectros por segundo. Isso permite que se facam multiplas leituras de uma mesma

amostra e se tire a média delas, aumentando assim a sensibilidade da andlise.

2.10 Modelagem molecular e o seu papel no desenvolvimento de novos

farmacos

O alto investimento e a grande quantidade de tempo para desenvolvimento de
farmacos sdo fatores preocupantes para o crescimento da Industria Farmacéutica, que
necessita investir em pesquisa e desenvolver novos farmacos com maior eficacia e
seletividade. As estimativas representam um gasto entre 800 milhdes a 1,4 bilhdes de

doélares e um tempo de 15 a 25 anos para o desenvolvimento de um novo farmaco
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(GELDENHUYS et al, 2006). Assim, para agilizar tempo e custo, a utilizacdo de
inovacdes cientificas e tecnoldgicas, como ferramenta de pesquisa, combinando
conhecimentos multidisciplinares de informatica, biotecnologia, quimica e biologia,
refletem no planejamento de novos farmacos de producdo rapida e eficaz (DREWS,
2000; DREWS, 2003).

A utilizacdo de métodos computacionais no estudo e no planejamento de
compostos bioativos tem se tornado uma pratica comum nos dias atuais. Em relacdo ao
planejamento é importante destacar que, quando se fala do uso da modelagem
molecular, o intuito ndo é chegar a uma molécula bioativa simplesmente através do uso
de programas de computador. O processo de desenvolvimento dessas moléculas, devido
a sua complexidade, 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 informacgdes com grupos de sintese
quimica e avaliagdo da atividade destes compostos (SANT’ANNA, 2009).

Esses métodos computacionais podem ser utilizados como ferramentas do
planejamento racional de compostos bioativos, denominado assim porque é orientado
por uma hipdtese racional sobre 0 mecanismo de acdo destes compostos (BARREIRO e
FRAGA, 2001).

O uso de modelos para a descricdo de propriedades da matéria pode facilitar a
possibilidade de cometer-se erros, devido as aproximacfes impostas para simplificar o
mundo real. Dentro deste contexto, é interessante salientara diferenca entre ‘teoria’ e
‘modelo’. Teoria é entendida como um conjunto de leis capazes de fornecer resultados e
conclusdes a partir de um niimero de variaveis conhecidas. Normalmente, espera-se que
as teorias se apliguem com a precisdo definida pelos proprios limites da natureza.
Porém, os modelos prop6em descrever aspectos especificos de certas propriedades do
sistema (SANTOS, 2001).

Em relacdo a parte experimental, o0 conhecimento da estrutura molecular de uma
substancia ndo é tarefa simples. Sd8o poucos o0s métodos capazes de caracterizar
completamente uma dada estrutura, permitindo sua descricdo precisa em termos de
distancias e angulos de ligacdo, além de angulos de torcdo (ou angulos diedro) que
definem sua conformacdo. (ABRAHAM, 1989; MARTIN, BURES e WILLETT, 1990).

Dentro deste contexto, a modelagem da estrutura molecular por métodos

computacionais chegou como uma alternativa, principalmente apds o aperfeicoamento
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de programas capacitados para calcular a estrutura com uma combinacdo adequada
entre velocidade e precisdo, somadas aos recursos da computacdo gréfica e a crescente
diminuicdo dos custos de maquinas de alto desempenho capazes de operar estes
programas e recursos (LIPKOWITZ e BOYD, 1990).

A modelagem molecular é uma ferramenta de planejamento racional envolvendo
a compreensdo da interacdo ao nivel molecular de uma substancia com seu receptor,
segundo o0s pontos de vista qualitativos e quantitativos. Permite a analise aprofundada,
ndo sO da estrutura molecular em determinado sistema biolégico, como também fornece
meios para fazer uma previsdo da potencialidade de moléculas candidatas a compostos
bioativos. Simplificando pode ser considerada como conjunto de técnicas
computadorizadas baseadas em métodos de quimica tedrica e/ou dados experimentais
(COHEN, 1996).

Adicionalmente, a quimica quantica computacional € uma ferramenta atil que
fornece suporte as teorias e modelos que descrevem a natureza quantica da matéria.
Atualmente, os métodos mais promissores na descricdo de sistemas moleculares, sdo 0s

de Hartree—Fock e a Teoria do Funcional de Densidade (DFT).

2.11 Teoria Quantica

O uso da teoria quantica é de fundamental importancia para o entendimento das
propriedades fisicas e quimicas de atomos e moléculas. Deve ser considerado para
sistemas pequenos. Por exemplo, com o emprego da teoria quantica podemos obter
informacbes sobre as propriedades moleculares tais como densidade eletr6nica,
momento dipolo, cargas atdmicas, parametros geométricos, energia, frequéncias

vibracionais entre outras.

2.11.1 A equacdo de Schrodinger

A equacdo de Schrodinger determina corretamente a energia em um sistema
atdbmico com a inclusdo do comportamento ondulatério proposto por de Broglie para
todas as particulas (nucleos e elétrons) que constituem esse sistema. Essa equacgdo diz
que ao se aplicar os operadores energia cinética e potencial eletrostatico (que formam o
operador Hamiltoniano) na funcdo de onda, € obtida como resposta a propria funcdo de

onda multiplicada pela energia total do sistema. Ou seja:
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A resolucédo desta equacdo é bastante complicada e uma série de aproximacdes é
necessaria para que ela possa ser aplicada para sistemas contendo muitos atomos.

Levar em conta o efeito de cada particula sobre a dindmica das demais é um
problema bastante dificil que necessita aproximacdes. A primeira destas é aproximacao
Born-Oppenheimer.

A aproximacdo de Born-Oppenheimer separa 0 movimento nuclear do
movimento eletrdnico, visto que a massa nuclear é muito maior que a massa dos
elétrons. Assim, os nucleos sdo assumidos em determinadas posicdes do espaco e a
equacdo de Schrodinger é resolvida apenas para os elétrons, descrita por uma funcéo de
onda puramente eletronica, na presenca do potencial produzido pelos nucleos
“congelados”. A melhor funcdo de onda é obtida de tal forma que a energia seja um
minimo. A energia obtida assim é a energia eletronica do sistema, calculada através de
uma série de equacdes, chamadas equacdes de Hartree-Fock, onde se assume que a
energia de um dado elétron depende dos campos elétricos produzidos pelo nucleo

atdmico e por todos os outros elétrons (SILVA et al, 2009).

2.11.2 A Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

A Teoria do funcional da densidade (DFT) foi desenvolvida nos anos 1960, por
W. Kohn, P. Hohemberg e L. Sham (HOHEMBERG et al, 1964 e KOHN et al, 1965) e
consiste de um método de aproximacdo para resolver a Equacdo de Schrodinger para
sistemas moleculares de muitos atomos.

Na DFT a energia total é funcdo da densidade eletrnica p e das coordenadas +
dos nucleos atdmicos: E = E (p,r). Portanto, a idéia dos funcionais de densidade é
empregar uma densidade eletrdnica.

Assumindo que a energia total possui um ponto minimo local com relagcdo a

densidade eletrbnica total do sistema, pode-se chegar as Equactes de Kohn-Shan:

-

h= . - -
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B2 4, S A O
Onde —— V=€ o operador energia cinética monoeletronica, U(r) é o operador

Coulombiano que inclui todas as interacdes eletrostéticas e g...(r) é o termo de troca e

correlacdo eletronica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1Material vegetal

O material vegetal de C. anisodontus foi coletado no municipio de Itapiuna-
Ceara-Brasil, em marco de 2011. A identificagcdo boténica foi realizada pelo professor
Edson Nunes da Universidade Federal do Ceara. A exsicata da espécie encontra-se
depositada no Herbério Prisco Bezerra-UFC sob numero 48964.

FIGURA 07. Imagem mostrando folhas e caule de Croton anisodontus. (FONTE:
autor)




3.2 Extracéo e isolamento

A casca do caule (1.462,6 g) de C. anisodontus, seca a temperatura ambiente foi
triturada e submetida a extracdo a frio por trés dias com hexano. A solugdo obtida foi
destilada sob pressdo reduzida fornecendo o extrato hexanico (23,25 g), o qual foi
adsorvido em gel de silica e submetido a coluna cromatogréfica, utilizando os eluentes:
hexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol. A fracdo cloroférmio (9,77 g) passou
novamente pela cromatografada, utilizando os eluentes: hexano (F 1-6), hexano/acetato
de etila (8:2 F 7-26), hexano/acetato de etila (7:3 F 27-40), acetato de etila (F 41-60) e
metanol (F 61-66). Na fracdo 12-16 observou-se a presenca de um solido cristalino
amarelo denominado CAL-1, o qual apds recristalizacdo com hexano e analise por
Cromatografia de Camada Delgada mostrou-se puro.

As cromatografias de adsor¢cdo em coluna foram feitas em gel de silica 60 (63-
200 pum, 70-230 mesh, Vetec). O comprimento e diametro das colunas variaram de
acordo com a quantidade de amostra a ser submetida a cromatografia. Nas
cromatografias em camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatofolhas de aluminio
TLC 20 x 20 cm com gel de silica 60 GF,s4 (Merck). As revelagbes das substancias na
cromatografia das placas analiticas foram realizadas, através da exposicdo destas, com
solucdo de vanilina, seguida de aquecimento. O aparelho utilizado para a obtencdo dos
espectros de absorcdo na regido do infravermelho foi o espectrémetro Perkin-Elmer,
modelo 1000-FT. Os pontos de fusdo foram obtidos em equipamento de micro
determinacdo digital da METTLER TOLEDO. Os espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear, uni e bidimensional, foram obtidos em espectrometro Bruker DRX-300 e
DPX-500 (*H: 300 e 500 MHz; *3C: 75 e 125 MHz), utilizando CDCl; como solvente e
TMS como padréo interno. Os espectros de massas foram registrados em espectrémetro
de massas, aparelho Shimadzu QP5050A, operando em 70 eV.

O extrato bruto hexanico da casca do caule de C. anisodontus apresentou
rendimentos de 1,59% que apds ser submetida a coluna cromatografica fornecendo
varias fracdes dentre elas a fracdo cloroférmica com 42% de massa, que ap0s passar
novamente por cromatografia e apresentou um sélido cristalino amarelo denominado
CAL-1.

Essa substancia é soluvel em cloroférmio com ponto de fusdo de 108,5-110,6
°C. Observou-se no espectro de absor¢do na regido do infravermelho bandas em 1625
cm™(ve=o de cetona), 1588, 1472, 1422 cm™ (Ve=c aromético), 1278 € 1126 cm™ (ve.o). A
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analise do espectro de RMN 'H apresentou sinais em &4 3,85 (s), 3,81 (s) e 3,72 (5)
atribuidos a hidrogénios de trés grupamentos metoxilicos. Um sinal em 3y 5,88 (s) para
um unico hidrogénio ligado ao anel aromético. O sinal em &y 13,74 (1H, s) refere-se a
um hidrogénio de hidroxila fendlica quelada, o que justifica a banda de absorcdo no
espectro na regido do infravermelho em 1625 cm™ atribuido a um grupo carbonila de
cetona, sinais estes tipicos para aril cetonas orto a um grupo hidroxila. Finalizando a
analise deste espectro pode-se verificar a existéncia de um singleto em 3y 2,52 (s) com
area de integracdo mostrando trés hidrogénios, correspondentes a um grupamento
metila. Através da anélise dos espectros de RMN™C-{"H} e RMN'C-DEPT 135°
verificou-se a existéncia de sinais correspondentes a cinco atomos de carbono
quaternarios aromaticos em &¢ 159,18 (C-4), 158,84 (C-6), 158,56 (C-2), 130,51 (C-3) e
106,36 (C-1), e somente um carbono metinico aromatico emdc 86,53 (C-5). O espectro
de massas de CAL-1 apresentou o pico ion molecular com m/z 226 [M]”
correspondente a formula molecular C11H1405. Apds analise dos dados espectroscopicos
(Quadro 02 na péagina 30) e a comparacdo com modelos da literatura (SANTOS et al,
2008), levaram a proposicdo da estrutura do composto como sendo o 2-hidroxi-3,4,6-

trimetoxiacetofenona isolada pela primeira vez de C. anisodontus.

Figura 08: Formula estrutural da substancia 2-hidroxi-3,4,6 trimetoxiacetofenona.

MeO
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quimicos em 8¢ e &y estdo em ppm.

Quadro 02 - Dados de RMN 'H e *C de CAL- 1 em CDCls. Os deslocamentos

1
HMQC HMBC
d¢c SH 2JcH ek
C
1 106,35 - HO-2: H-5
2 158,84 - HO-2
3 130,53 - HO-2; H-5; MeO-3
4 159,19 - H-5 MeO-4
6 158,56 - H-5 MeO-6
7 203,85 - 3H-8
CH
5 86,53 5,59 (5)
CH;
MeO-3 | 60,75 3,77 (5)
MeO-4 | 55,67 3,81 (5)
MeO-6 | 56,03 3,86 (5)
HO - 13,75 (5)

RMN 'H -Ressonancia Magnética Nuclear do hidrogénio 1-
RMN “3C - Ressonancia Magnética Nuclear do carbono 13.
CDCl; . Cloroformio deuterado

HMQC - Heteronuclear Multiple Quantum Correlation.
HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation.

3.3 Atividade antimicrobiana e moduladora

3.3.1Drogas e reagentes

O material utilizado nos testes encontra-se relacionados a seguir com suas
respectivas procedéncia.
ORIGEM
HIMEDIA — india
HIMEDIA — india
MERK — Alemanha
Sigma — USA

SUBSTANCIAS

Brain Heart Infusion (BHI)
Agar infusdo de coracdo(HIA)
Dimetilsulféxido (DMSO)

Rezasurina
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SUBSTANCIAS ORIGEM

Gentamicina Sigma — USA
Neomicina Sigma — USA
Anfotericina B Sigma — USA
Benzoilmetronidazol Sigma — USA
Nistatina Sigma — USA
Mebendazol Sigma — USA

3.3.2 Preparo da solucéo inicial e das solucgdes de teste

Amostras da  substancia2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona isolada de
C.anisodontus, foram solubilizadas em Dimetilsulfoxido (DMSO- Merck, Darmstadt,
Alemanha), sendo observadas as seguintes proporcdes: 10mg da amostra solubilizada
em 1mL de Dimetilsulféxido (DMSQO), para obter uma concentracdo inicial de
10mg/mL. Em seguida, esta solucao foi diluida para 1024ug/mL da mesma forma e a
partir desta, efetuaram-se diluicGes seriadas 1:2 em agua destilada, obtendo-se as

concentracdes de 512 a 0,5 pg/mL.

3.3.3 Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz,
Ministério da Salde. As linhagens bacterianas utilizadas foram: Escherichia coli (E.
coli ATCC 10536 e E. coli 27); Staphylococcus aureus (S. aureus ATCC 25923 e S.
aureus 358); Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa ATCC 15442 e P. aeruginosa
03); Candida albicans (C. albicans ATCC 40006); Candida krusei (C. krusei ATCC
6258) e Candida tropicalis (C. tropicalis ATCC 13803). Todas as linhagens foram
mantidas em Agar infusdo de coracdo (HIA, Difco Laboratories Ltda.). Antes da
realizacdo dos ensaios, as linhagens foram cultivadas por 18h a 37 °C em caldo infuséo

de cérebro e coracdo (BHI, Difco Laboratories Ltda.)
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3.3.4 Perfil de resisténcia bactérias e fungos

Tabela 01. Origem das linhagens bacterianas e perfil de resisténcia a antibidticos

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia
Escherichia coli 27 Ferida cirdrgica  Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc,
Cf, Caz,

Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob
Escherichia coli ATCC10536 - -
Staphylococcus aureus 358 Ferida cirirgica Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para,

But, Sis, Net
Staphylococcus aureus - -
ATCC25923

Pseudomonas Aeruginosa 03 Urocultura Cpm,Ctz,Imi,Cip,Ptz,Lev,Mer,Ami
P. aeruginosa ATCC 15442 - -
Candida albicans ATCC 40006 - -
Candida krusei ATCC 6258 - -
Candida tropicalis ATCC 13803 - -

Ast-Aztreonam; Amp-Ampicillin; Ami-Amicilina; Amox-Amoxicillin; Ca-Cefadroxil; Can-
Kanamycin; Caz-Ceftazidime; Cip-Ciprofloxacin; Cfc-Cefaclor; Cf-Cephalothin; Clo-
Chloramphenicol; Imi-Imipenem;  Szt-Sulfamethoxazole and  Trimethoprim;  Tet-

Tetracycline; Tob-Tobramycin;  But-Butirosina; Gen-Gentamicin; Neo-Neomycin; Net-
Netilmicin;  Oxa-Oxacillin;  Para-Paramomicina;  Sis-Sisomicin; Cpm-Cefepime;  Ctz-
Ceftazidime; Ptz-Piperacillin-tazobactam; Lev-Levofloxacin; Mer-Meropenem.

3.3.5 Meios de cultura

Foram utilizados nos ensaios bioldgicos os seguintes meios de cultura: Agar
Heart Infusion - HIA (Difco Laboratories Itda.), Caldo Brain Heart Infusion — BHI
(concentracdo indicada pelo fabricante e 10 %) (Acumedia Manufacturers Inc.). Todos

0s meios de cultura foram preparados segundo as especificaces do fabricante.

3.3.6 Preparo e padronizacéo de indculos bacterianos

Culturas de bactérias foram mantidas a 4 °C em Heart Infusion Agar (HIA).
Antes dos testes, as linhagens foram repassadas para o meio citado e incubadas a 35°C
por 24 horas. As linhagens repicadas a serem testadas foram inoculadas em Caldo Brain
Heart Infusion (BHI) e incubadas na mesma situacdo antes do teste. Suspensdes com

crescimento bacteriano foram diluidas até a obtencao de 10° céls/mL (NCCLS, 2000).
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3.3.7 Preparacéo da solucéo teste

Para os testes foi utilizada solugéo preparada a partir do composto Ci1H1405 sob
uma concentracdo de 10 mg/mL, dissolvidos em DMSO (dimetil sulféxido ), seguida
diluidos com &gua destilada para uma concentracéo de 1024 pg/mL.

3.3.8 Atividade antimicrobiana

A CIM (concentracdo inibitéria minima) foi determinada em ensaio de
microdiluicdo em caldo (NCCLS, 2003) utilizando-se um indculo de 100 puL de cada
linhagem, suspensas em caldo BHI com concentracdo de 10° UFC/mL em placas de
microtitulacdo com 96 pocos, com diluicbes em série ¥%2. Em cada poco foi adicionado
100 pL de solugdo de cada amostra. A concentracdo final da amostra variou entre 512 —
8 ug/mL. Para os controles foram utilizados os antibidticos padrdes amicacina e
gentamicina cujas concentra¢Oes finais variaram entre 512 pg/mL — 8,0 ug/mL. As

CIMs foram registradas como as menores concentragdes para a inibi¢cdo do crescimento.

3.4 Avaliacdo da interferéncia de 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona

sobre a resisténcia aos aminoglicosideos e antifungicos

Para avaliar a substdncia 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona, como
moduladora da agdo antibidtica, a CIM de antibioticos da classe dos aminoglicosideos
foram avaliados na presenca e na auséncia da solucdo teste em microplacas estéreis. Os
antibioticos foram avaliados nas concentracdes variando de 2500 a 2,5 pg/mL.

A solucdo teste foi misturada em caldo BHI 10% em concentracGes
subinibitorias, (CIM/8). A preparacao das solucdes de antibidticos foi realizada com a
adicdo de agua destilada estéril em concentracdo dobrada (5000 pg/mL) em relagédo a
concentracdo inicial definida e volumes de 100 uL diluidos seriadamente 1:1 em caldo
BHI 10%. Em cada cavidade com 100 pL do meio de cultura continha a suspensédo
bacteriana diluida (1:10). Os mesmos controles utilizados na avaliacdo da CIM para 0s
extratos foram utilizados durante a modulacdo (COUTINHO et al, 2008). As placas
foram incubadas a 35 °C por 24 horas e ap6s esse periodo a leitura foi evidenciada pelo

uso de resazurina.
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FIGURA 10. Imagem das placas de microdiluicdo mostrando leitura da atividade
Moduladora do composto. (FONTE: autor)

3.5 Analise de dados

Os resultados dos testes foram feitos em triplicata e expressos como média
geométrica. Para analise estatistica foi aplicada a two-way ANOVA seguida do teste de
Bonferroni posttests. Considerando significancia com p< 0,05.

3.6 Caracterizacao do cristal 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona por
espectroscopia Raman e infravermelho

A substéncia 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona foi caracterizada por técnicas
de espectroscopias Raman e infravermelho no Laboratorio de Espalhamento Raman do
Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara ~UFC e Laboratério de

Bioinformatica Avancada da Universidade Regional do Cariri (URCA).

3.6.1 Equipamentos de espalhamento Raman e de espectroscopia no infravermelho

As medidas de espalhamento Raman com transformada de Fourier (FT-Raman)
foi realizada com uso do equipamento FT-Raman Bruker Vertex 70 com modulo Ram Il
com a amostra da substéncia excitada na linha 1064 nm de um laser de Nd:YAG e
usando uma poténcia de laser de 150 mW. O espectros Raman foram registrados na

regi&o de 40 a 4000 cm™ com resolucéo de 4 cm™.
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Para espectroscopia no infravermelno a substéncia 2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiacetofenona foram diluidas em KBr na razdo media de 1:100, logo apds foi
prensada em forma de pastilhas. As medidas por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR) foram realizadas usando o espectrofotdmetro da marca
Bruker, modelo Equinox-55. O espectro de transmiténcia foi registrado, na regido de
400 a 4000 cm™, com resolucéo de 4 cm™.

Os equipamentos utilizados para a realizacdo de medidas FT-IR e FT-Raman
esta ilustrado na Figura 13.

Figura 11: Espectrémetro utilizado nas medidas FT-Raman e FT-IR. (FONTE:
autor)

3.7 Métodos computacionais

Neste trabalho foram empregados calculos computacionais de quimica quantica,
baseados na Teoria do funcional da densidade (DFT), utilizando o programa Gaussian
03 (FRISCH et al, 2003) para obtencdo das frequéncias vibracionais do composto 2-
hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (C110sH14). A estrutura molecular do C1:10sH14
utilizada como arquivo de entrada para o Gaussian foi desenhada no programa
ChemSketch por meio dos dados obtidos a partir da espectroscopia de RMN *H e*3C.

Os calculos DFT foram realizados numa molécula de C3;0sH14 utilizando o
funcional de correlacdo Lee-Yang-Parr B3LYP (LEE et al, 1988; PARR et a., 1989;
BECKE et al, 1993)e o conjunto de base 6-31 G (d, p) (PETERSSON et al, 1988). A
estrutura molecular da molécula foi otimizada e as frequéncias vibracionais foram entéo
calculadas. O arquivo de saida contém os parametros geométricos da estrutura

otimizada, as frequéncias vibracionais e 0s deslocamentos atdmicos de cada modo. A
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classificagdo das vibragdes moleculares foi realizada com base na distribuigédo de
energia potencial (PED) usando o programa VEDA (JAMROZ, 2000).

As frequéncias calculadas foram ajustadas pelo fator de escala 0,9600 com o
proposito de obter uma boa concordancia com aquelas obtidas experimentalmente. Essa
concordancia possibilitou a atribuicdo completa das bandas Raman e Infravermelho para
cada modo normal de vibragdo de 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona. Este
procedimento permitiu atribuir com boa precisdo as vibragcdes moleculares presentes nos

espectros Raman e infravermelho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade antimicrobiana e moduladora

Logo apds o isolamento foi determinada a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) da substancia 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona testada frente as linhagens
padrdes bacterianas (E. coli, S. aureus e P. aeruginosa) e fungicas (C. albicans, C.
krusei e C. tropicalis) comparativamente os resultados apresentaram a mesma CIM

>1024pg/mL o que significa que ndo houve relevancia clinica.

Outros estudos que utilizaram produtos naturais ou substancias ativas de plantas
com atividades antimicrobianas e moduladoras tém obtido resultados satisfatorios
(FERNANDES et al, 2005; BENEZ et al, 2007). A atividade antimicrobiana dos
compostos isolados depende de sua estrutura quimica (DORMAN e DEANS, 2000).

Na determinagdo das CIMs dos aminoglicosideos na presenca e na auséncia da
substéncia 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona em uma concentracdo CIM/8 de 128
ug/mL. Foi observado sinergismo significativo com p<0,001 frente a P. aeruginosa 03
(Figura 12 na péagina 38) e para a S. aureus 358 na associacdo do composto com a
amicacina. Porém, foi observado um antagonismo com significancia de p<0,01 quando
o0 antibidtico de escolha foi a neomicina. Na associacdo do composto com a gentamicina
(Figura 13 na pagina 38) nenhum resultado significativo foi observado. Ja para E. coli
os resultados foram ndo significativos com p>0,05 (Figura 14 na pagina 39). Estes
resultados corroboram com outros relatos na literatura que combinam produtos naturais
com antibidticos contra bactérias, para diminuir a resisténcia microbiana (COUTINHO
et al, 2011). Vale ressaltar que esse € o primeiro estudo de atividade antimicrobiana e
moduladora de 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona isolado de Croton anisodontus na

literatura.
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Figura 14. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos aminoglicosideos na

presenga e na auséncia da substancia 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona em uma

concentracao CIM/8 (128 pg/mL), frente a P. aeruginosa 03.
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Figura 15. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos aminoglicosideos na

presenca e na auséncia da substancia 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona em uma

concentracio CIM/8 (128 pg/mL), frente a S. aureus 358.
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Figura 16. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos aminoglicosideos na
presenca e na auséncia da substancia 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona em uma
concentracio CIM/8 (128 pg/mL), frente a E. coli 27.
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Valores estatisticamente significativos com *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001-Valores ndo significativos
(ns) com p>0,05.

Estudos anteriores indicam que a possivel atividade sinérgica observada pode ser
devido a constituicdo de metabolitos secundarios presentes no extrato e no 6leo de
espécies do género Croton (JUNIOR et al, 2011) como os taninos e flavonoides que sdo
sintetizados por plantas em resposta a infeccdes microbianas (DIXON et al, 1983) e
(HO et al, 2000), sendo capazes de alterar a parede celular ou destruir a membrana
plasmatica facilitando absorcdo das drogas (TSUCHIYA et al, 1996; MATIAS et al,
2010; FIGUEREDO et al, 2013). Além de indicarem a presenca de alcaloides que
apresentam uma atividade antimicrobiana conhecida (RIBEIRO et al, 1993;
TSACHEVA et al, 2004). Atraves dos resultados podemos inferir que de alguma forma
que a substancia 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona pode modificar a estrutura
bacteriana facilitando a acdo dos aminoglicosideos.

Devido a absorc¢do para o espaco intracelular, a toxicidade celular é comum para
todos os aminoglicosideos com excecdo da estreptomicina. Nefrotoxicidade,
ototoxicidade e blogueio neuromuscular sdo os mais importantes efeitos toxicos dos
aminoglicosideos (VALLEJO et al, 2001; OLIVEIRA et al, 2006).

A combinacdo do composto com os aminoglicosideos pode ser uma alternativa
para minimizar os efeitos indesejaveis desses antibioticos, quando utilizadas para o
tratamento de S. aureus e P. auruginosa uma vez que associagdo acarreta em um efeito
sinérgico reduzindo significativamente a CIM destas drogas, diminuindo entdo a dose

necessaria para que haja sucesso terapéutico (FIGUEREDO et al, 2013).
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Os aminoglicosideos tem acgdo bactericida sobre bactérias Gram-negativas
aerobias, alguns estafilococos e M.tuberculosis dos aminoglicosideos (ATAKAN et al,
2002; SEVERINO e MAGALHAES, 2002). Estudos realizados mostram que bactérias
Gram positivas sdo mais sensiveis a acdo de antimicrobianos devido a presenca de uma
parede bacteriana que normalmente ndo restringe a penetracdo de moléculas tdxicas a
bactéria, enquanto as Gram negativas possuem um sistema de barreira constituido pela
membrana externa da parede formada por fosfolipidios, lipopolissacarideos e proteinas
que gera uma impermeabilidade aos agentes antibacterianos, resultando em maior
resisténcia dessas bactérias aos antibioticos (LAMBERT, 2002).

A possivel diferenca de atividade do composto frente as linhagem de S. aureus
associados a amicacina e a neomicina, provavelmente se devem as diferencas estruturais
destes aminoglicosideos que sdo moléculas hidrofilicas, formadas por um anel
aminococlitol ligado a um ou mais amino agucar através de ligagdo glicosidica. Na
maioria destes compostos com utilidade clinica, o grupo aminociclitol € a 2-desoxi-
estreptamina, que pode ser dissubstituida na posicdo 4 e 5, ou 4 e 6 (MAGNET e
BLANCHAD, 2005). Assim podendo interferir na polaridade, solubilidade, em fim, na
absorcdo destas drogas.

As linhagens de P. aeruginosa e de S. aureus foram mais sensiveis a interagdo
amostras com antibioticos se comparada com as linhagens de E. coli. Estes resultados
concordam com os encontrados na literatura (VERAS, 2011), os quais demonstram que
as linhagens de E. coli sdo mais resistentes a acdo de produtos naturais, como extratos e
Oleos essenciais(VERAS, 2011), podendo ser devido a presenca de outros mecanismos
de resisténcia como bomba de efluxo, producdo de enzimas que clivam o anel R-
lactamico (R-lactamases), mudancas nas PBP, entre outros (BUSH e EVERETT, 2001;
EURIGHT et al, 2002).

A associacdo da substancia 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona com o0s
antifngicos testados ndo apresentaram significancia, ou seja, p>0,05 para todas as
cepas fungicas testadas (C. krusei, C. albicans e C. tropicalis).

As linhagens bacterianas foram mais sensiveis a interacdo composto com 0s
antimicrobianos se comparada com as linhagens fangicas. Estes resultados concordam
com os com estudos prévios (SILVA, 2009), os quais demonstram que os fungos sao
mais resistentes a acdo de produtos naturais, como extratos e 6leos essenciais, fato este

que pode ser justificado pela constituicdo da sua parede a presenca da quitina, que atua
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como um componente estrutural de suporte (MERZENDORFER, 2003), assim
dificultando a descoberta de novos antiflingicos.

A escolha para tratamento de infecgdes por espécies de Candida sdo restritos e
muitos antifingicos existentes possuem efeitos indesejaveis, como alta toxicidade, e
ocasiona a resisténcia, principalmente em individuos imunodeprimidos (FICA, 2004).
S&o alguns dos fatores que dificultam estudos seguros para produgdo de novos

medicamentos contra fungos.

4.2 Espectroscopia vibracional
A estrutura base da molécula C1;0sH14 € composta por um anel aromatico que é
formado pelos atomos de carbono 1, 2, 3, 4, 5 e 6. A estrutura molecular e a numeragéao

usada para descrever os atomos da molécula C1,0sH; séo apresentadas na Figura 15.

Figura 15. Formula estrutural da substancia 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona
(C11H1405 )

Os espectros FT-Raman e FT-IR para o cristal 2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiacetofenona (C110sH14) sdo apresentados nas Figuras 16 e 17, respectivamente
na pagina 42. Eles foram registrados & temperatura ambiente nas regides de 40 cm™ a

4000 cm™, e de 400 cm™ a 4000 cm™, respectivamente.
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Figura 16. Espectro FT-Raman do cristal C1:0sH14 nas regides, 3750 cm™a 2500
cm™ e 1850 cm™a 0 cm™.
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Figura 17. Espectro FT-IR do cristal C1:0sH1snas regides, 3750 cm™a 2500 cm™ e
1840 cm™a 400 cm™.
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A molécula C1;0sH;4 contém 30 atomos e, portanto possui 84 modos normais de
vibragdo. O Quadro 3 mostra uma descricdo das atribui¢cbes dos modos vibracionais da
molécula C110sH14. A primeira coluna mostra o nimero de onda calculado e a segunda
coluna o nimero de onda escalada. Os valores experimentais que correspondem ao
ndmero de onda para 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona obtidos pelas técnicas de
espectroscopia FT-Raman e FT-IR séo apresentados respectivamente, na terceira coluna
e na quarta coluna. Na quinta coluna estdo representadas as atribui¢cbes dos modos
vibracionais juntamente com a distribuicdo de energia potencial (PED), para valores
maiores do que 10%. A contribuicdo percentual da PED para cada modo vibracional é

mostrada entre parénteses nesta coluna.

As atribuicbes das vibracbes moleculares sdo descritas com o0s seguintes

simbolos: t = torgdo,sc= scissoring,wag = wagging,é = deformacéo,y = deformacao fora

do plano, v = estiramento, v,s = estiramento assimétrico e vs = estiramento simétrico.

Quadro 3: Frequéncias calculadas (omcac), frequéncias escaladas (wsca) pelo fator de escala 0,9600,
posicdes das bandas Raman (@rt-raman) € IR (@er-1r) em unidades de cm™ e classificagio para os modos

vibracionais de C110sH14 com PED.

Wealc

25
55
74
98
104
124

157
192
202
215
226
230
243
282
294
306
323
359

Wscal OFT-Raman Classificagdo dos modos vibracionais com PED™ (%)

24 T [C903C4C3] (58)

53 T [C3C4C5C6] (14) + T [C8C7CLCH] (30) + v [C8C6C2C1] (17)

71 63vs 1 [C2C3C4C5] (15) + 1 [C1004C6C1] (27)

94 80s T [C1105C3C4] (55)

100 7 [C8C7C1C6] (17) + [C1004C6C1] (26) + v [CBC6C2C1] (10)

119 125 vw T [C3C4C5C6] (11) + T [C1C6C5CA] (11) + T [CBC7CLCH] (25) + [C1004C6C1] (17) +
v [05C4C2C3] (12)

151 141 vw 0 [05C3C2] (12) + T [HC1105C3] (32) + T [C1105C3C4] (16)

184 0 [03C4C5] (12) + T [C1C6C5C4] (15)

194 200 w 0 [03C4C5] (12) + & [04C6C5] (25) + 6 [C1004C6] (14) + T [C2C3C4C5] (10)

206 6 [C7C1C2] (23)

217 T [HC8C7C1] (37)

221 y [05C4C2C3] (11)

233 241vw 7 [HC903C4] (57)

271 7 [HC903C4] (25) + t [HC1004CH] (11)

282 288 vw T [C3C4AC5C6] (17) + y [C8CBC2C1] (28)

294 308 vw 0 [C7C1C2] (11) + & [C8C7C1] (16) + & [C903C4] (14)

310 327 vw 4 [C1C6C5] (13) + 6 [05C3C2] (13)

345 § [C7C1C2] (12) + & [05C3C2] (22) + & [C1004C6] (11)
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388 372 360 vw 5 [C8C7C1] (42)

412 396 394 m v [C9C8] (10) + 8 [C6C5C4] (17) + & [C7C1C2] (10) + & [C903C4] (12)

443 425 430 w 427 vw 5 [01C2C1] (48) + & [C903C4] (10)

471 452 476 m 473 vw 8 [C1004C6] (19)

510 490 517 w 8 [€1105C3] (30)

573 550 v [C3C4] (19) + v [03C4] (10) + & [C2C3C4] (14)

586 563 586 vw 584 w T [HC8C7C1] (26) + y [02C8C1C7] (38)

609 585 605 vw 602 vw 8 [02€7C8] (49)

630 605 623 vw 621 vw T [HC5C6C1] (24) + T [C1C6C5C4] (10) + v [01C3C1C2] (14) + y [04C1C5CH] (15) +
v [03C3C5C4] (15)

678 651 681 m 677 W y [04C1C5C6] (17) + v [03C3C5C4] (18)

690 662 703 vw 700 vw vy [04C1C5C6] (20)

712 684 737 vw 735w y [01C3C1C2] (40) +y [05C4C2C3] (12)

752 722 766 vw 763w 8 [03C4C5] (11) + & [04C6C5] (26)

802 770 792 vw 791 m 1 [HC5C6C1] (71)

844 810 839w 840 w v [05C3] (17) + v [C8C7] (21) + & [01C2C1] (10)

960 922 861w 1 [HO1C2C3] (92)

974 935 957 m 881w v [C8C7] (14) + v [03C9] (28)

1006 966 980 m 952 w v [05C11] (21) + T [HC8C7C1] (23)

1030 989 994 m 975 w v [04C10] (34) + v [03C9] (17) + & [C6C5CA] (11)

1049 1007 991 m v [05C11] (52)

1050 1008 1027 m 1025 m r [C8H5] (23) + T [HC8C7C1] (51) + v [02C8C1CT] (22)

1133 1088 v [03C9] (15)

1158 1112 1104 m 1097 m v [01C2] (15) + v [04C10] (18)

1172 1125 1121 m 1126 vs r [C9H;] (80)

1178 1131 r [C10Hs] (18) + r [C11H;] (27)

1179 1131 r [C10Hs] (41) +r [C11H;] (24)

1194 1146 1154 w r [C10H;] (20) +r [C11H,] (21)

1216 1167 1164 m 1160 vw  § [HC5C6] (10) + r [C10H5] (20) + r [C11H;] (37)

1225 1176 r [C9H;] (34)

1248 1198 1185vw v [03C4] (16) + v [04C6] (12)

1254 1204 1212 w 1212 m v [05C3] (23) + & [HC5C6] (28)

1314 1261 1233 m v [C2C3] (19) + v [C1C6] (11) + v [C7C1] (17)

1347 1293 1274 vs 1279vs v [C6C5] (14) + v [C2C3] (14) + v [C7C1] (10)

1365 1310 1295vs v [01C2] (20)

1408 1352 1362 vw 1360 m wag[C8Hs] (67)

1429 1372 1388 m 1382 w wag [C8Hs] (20) + wag [C10H;] (20)

1466 1407 wag [C8Hs] (72)

1478 1419 1419 m 1422 s wag [C9Hs] (13) + wag [C11H5] (35)

1482 1423 wag [C9H;] (12) + wag [C10H;] (39) + wag [C11H;] (20)

1487 1428 sc [C8H5] (77) + T [HC8C7C1] (17)

1492 1432 1437 m & [HO1C2] (10) + sc [C11H;] (49)

1500 1440 sc [C8H3] (34) + sc [C9H;] (50)

1503 1443 sc [C11H;] (35)

1504 1444 sc [C10H,] (91)

1508 1448 1452 m 1454 w sc [C9H;] (62)

1517 1456 sc [C9H;] (35) + sc [C10H;] (24)

1520 1459 1462 m 1472 m sc [C11H,] (60)

1526 1465 1477 vw 1488 vw  sc [C11H3] (91)
1546 1484 1510 w 1507 vw v [02C7] (10) + v [CAC5] (10) + v [C1C6] (15) + & [HC5C6] (15) + sc [C10H;] (10)

1624 1559 1579 m 1578m v [C3C4] (23) + v [C1Ch] (13)

1661 1595 1589 m 1588 s v [02C7] (29) + v [C6C5] (13) + v [CAC5] (12)
1686 1619 1618 s 1626's v [02C7] (30) + v [C2C3] (11) + & [HO1C2] (30)
2964 2845 2831m 2834w v [O1H](96)

3020 2899 2844 w vs [C11H5] (99)
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3028 2907  2885vw  2882vw v, [C10H,] (100)
3059 2937 2916w 2912vw v, [C9Hs] (100)
3069 2946  2934m 2935w v, [C8Hs] (100)
3095 2971 2948 m 2947w v, [C10Hs] (99)
3111 2987  2992m 2990w v, [C11Hs] (99)
3140 3014 3002 m 3000w v, [C8Hs] (100)

3140 3014 Vas [C9H3] (90)
3148 3022 3021 m 3018 vw v, [C11H;] (99)
3153 3027 3034 m Vas [C10H;] (88)
3154 3028 Vas [C9H3] (97)
3169 3042 Vas [C8H3] (100)
3253 3123 3135 vw v [C5H] (99)

" Somente PED com valores maiores que 9 % sao dados.

Nomenclatura: T = torsdo; sc = scissoring; wag = wagging, 6 = deformac&o; y = deformacéo fora do plano;
v = estiramento; v,s = estiramento assimétrico; v = estiramento simétrico.

vs = muito forte; s = forte; m = média; w = fraca; vw = muito fraca.

Uma andlise dos modos normais do cristal mostra que a maioria das bandas no
FT-Raman e FT-IR localizadas na regido abaixo de 1686 cm™correspondem a misturas
de modos de vibragdo. Vibracfes tipo torcdo (t), deformagdes angulares (d) e as
deformacdes fora do plano (y) estdo presentes principalmente na regido das frequéncias
calculadas abaixo de 1050 cm™.

VibracGes do tipo deformacdo relacionadas ao grupo metil sdo claramente
localizadas em regides bem definidas. As vibracdes rocking sdo observadas na regido
entre 1050 cm™< wey < 1225 cm™, vibragdes wagging ocorrem entre1408 cm™< wey <
1482 cm™ e as vibracdes tipo scissorig do CH3 aparecem em na regido entre 1487 cm™<
Ocal < 1526 cm™,

No espectro FT-Raman (Figura 18) foram 55 modos ativos no Raman. Pode-se
observar, por exemplo, duas bandas muito fortes com niimero de onda de 1274 cm™ e
63 cm™ que correspondem respectivamente aos estiramentos C6C5, C2C3 e C7Cl e a
tor¢do dos atomos C2C3C4C5 e C1004C6C1. Observa-se também neste espectro duas
bandas fortes com nimero de onda de 1618 cm™ e 80 cm™ que correspondem
respectivamente a modos de estiramentos dos atomos O2C7 e C2C3 combinados com
dos atomos HO1C2, e a torcdo dos atomos C1105C3C4.

No espectro FT-IR (Figura 16 péagina 42) foram 43 modos ativos no
infravermelho. Pode-se observar, por exemplo, trés bandas muito fortes com niimero de

onda de 1295, 1279 e 1126 cm™ que correspondem respectivamente ao estiramento
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01C2, estiramentos dos 4&tomos C6C5, C2C3 e C7CL1 e a vibracdo do tipo rocking do
C9Hs;. Observa-se também neste espectro trés bandas fortes com nimero de onda de
1626, 1588, e 1422 cm™que correspondem respectivamente a modos combinados
(estiramento e deformacédo) dos a&tomos O2C7, C2C3 e HO1C2, a modos de estiramento
dos atomos 02C7, C6C5 e C4C5 e a vibracao do tipo wagging dos grupos metil C9H3 e
C11Hs.

A regio entre 2800 cm™ a 3300 cm™ contém as bandas originadas a partir de
estiramento dos grupos funcionais CH e CH3 de 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona
(C1105H14)-

No espectro infravermelho foi observada uma banda larga em torno de 3470
cm™, e uma vez que os modos de estiramentos da molécula de 4gua ocorrem proximos a
3400 cm™, isso ocorreu devido a umidade da partilha de KBr. Para esclarecer esta
duvida, foram realizados medidas por espectroscopia de Infravermelho do tipo reflexao
total atenuada com transformada de Fourier (ATR-FTIR do inglés Attenuated Total
Reflection- Fourier Transform Infrared).

Os deslocamentos atdmicos correspondentes a alguns modos normais

selecionados da molécula C1;0sH14 sd0 apresentados na Figura 18 na pagina 47.
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Figura 18: Deslocamentos atomicos correspondentes a dois modos normais

selecionados da molécula C11OsH1a4.

'A\g 0
®.,=1172 cm™
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CONCLUSAO

A atividade antimicrobiana verificada pela substancia 2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiacetofenona apresentou os mesmos valores de Concentragéo Inibitdria
Minima (CIM) frente as bactérias e fungos padrdo ATCC testados, sendo todos

os valores observados >1024 pg/mL ndo tendo relevancia clinica.

Os resultados obtidos indicaram sinergismo com os aminoglicosideos quando 0s
mesmos foram associados a 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona, por contato
direto, frente as bactérias demonstrando significancia com p<0,001 frente a P.
aeruginosa e para a S. aureus na associagdo com a amicacina.. Por outro lado, a
associagdo entre a 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona e o0s antifungicos
testados frente as espécies de Candida nédo foi capaz de influenciar na atividade

antifungica.

Quando as frequéncias calculadas foram ajustadas pelo fator de escala 0,9600,
apresentou-se uma relacdo bem préxima entre os valores calculados e os obtidos
nos espectros FT-Raman e FT-IR, estabelecendo uma boa concordancia entre os
resultados, isso torna possivel a atribuicdo completa das bandas Raman e
Infravermelho juntamente com a distribuicdo de energia potencial (PED) para
cada modo normal de vibracdo da substadncia  2-hidroxi-3,4,6-

trimetoxiacetofenona (C110sH14).
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