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RESUMO

Croton é um género de Euphorbiaceae com cerca de 1.300 espécies, amplamente distribuidas
no Nordeste do Brasil. VVarias espécies tém aplicacfes na medicina popular no tratamento de
uma variedade de doencas. Neste trabalho, apresentamos um estudo por espectroscopias
Raman com transformada de Fourier (FT-Raman) e Infravermelho com transformada de
Fourier por reflexédo total atenuada (FTIR-ATR), calculos baseados na Teoria do Funcional da
Densidade (DFT), e atividade antimicrobiana do triterpeno é&cido acetil aleuritélico
(Cs2Hs004) que foi isolado do caule de Croton zehntneri. Os espectros FTIR-ATR e
FT-Raman da amostra policristalina do acido acetil aleuritolico (AAA) foram registrados a
temperatura ambiente nas regiées de 600 cm™ a 4.000 cm™ e de 40 cm™ a 4.000 cm™,
respectivamente. Adicionalmente, calculos DFT foram realizados com o proposito de obter
informacdes sobre as propriedades estruturais e vibracionais deste composto orgénico. Os
valores das frequéncias calculadas, ajustadas com fator de escala de 0,9517, apresentaram boa
concordancia com as frequéncias experimentais. O teste de atividade biologica foi realizado
por um ensaio de microdiluicdo para a determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM)
do AAA frente as bactérias Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, e os fungos Candida albicans, C. krusei e C. tropicalis; e um
ensaio de modulacéo da atividade dos aminoglicosideos amicacina, gentamicina e neomicina,
e dos antifungicos anfotericina B, benzoilmetronidazol, mebendazol e nistatina frente as
bactérias multirresistentes E. coli 27, S. aureus 358 e P. aeruginosa 03, e as mesmas cepas
fangicas. A CIM do AAA foi de 128 pg/mL para bactérias e fungos, exceto C. tropicalis
(64 pg/mL), mas esse valor foi semelhante ao do solvente dimetilsulfoxido, e 0 composto nao
modificou a atividade dos aminoglicosideos e antifingicos. Portanto, o triterpeno AAA néo

foi promissor como antimicrobiano para as cepas testadas.

Palavras-chave: acido acetil aleuritolico, triterpeno, antimicrobiano, Raman, Infravermelho,

Teoria do funcional da densidade.



ABSTRACT

Croton is a genus of Euphorbiaceae comprising around 1300 species, widespread in
northeastern Brazil. Several species have applications in popular medicine to treat a variety of
diseases. In this work we present a study by attenuated total reflectance Fourier Transform
infrared (FTIR-ATR) and Fourier Transform Raman (FT-Raman) spectroscopies, Density
Functional Theory (DFT) calculations, and antimicrobial activity of triterpene acetyl
aleuritolic acid (C3;Hs004), isolated from the stems of Croton zehntneri. The FTIR-ATR and
FT-Raman spectra of polycrystalline sample of acetyl aleuritolic acid (AAA) were recorded at
room temperature in the regions 600 cm™' to 4000 cm ' and 40 cm ' to 4000 cm ',
respectively. In addition, DFT calculations were performed in order to obtain information
about structural and vibrational properties of this organic compound. Calculated frequency
values with a scaling factor of 0.9517 were observed to reproduce the experimental values
with good agreement. In biological activity tests the minimal inhibitory concentration (MIC)
of AAA was determinated in a microdilution assay against bacterial Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and fungal
Candida albicans, C. krusei e C. tropicalis and the aminoglycoside modifying activity
amikacin, gentamicin and neomycin and antifungal amphotericin B, benzoilmetronidazol,
mebendazole, nystatin against multiresistants bacterial E. coli 27, S. aureus 358 e P.
aeruginosa 03 and the same fungal. The MIC of AAA was 128 ug/mL against bacterial and
fungal, except C. tropicalis (64 pug/mL), but the MIC of compound was same the MIC of
dimethylsulfoxide solvent and the compound no modifying antibiotic and antifungal activity.
However, the triterpene AAA was not efficient as antimicrobial for the strains tested.

Key words: acetyl aleuritolic acid, triterpenoid, antimicrobial, Raman, infrared, density

functional theory.
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1 INTRODUCAO

As espécies de Croton e seus fitoquimicos estdo entre os temas mais investigados
nas &reas de quimica dos produtos naturais, farmacologia e etnofarmacologia, € novos dados
sdo divulgados no meio cientifico rapidamente. Diversas partes da planta de Croton sdo
utilizadas tradicionalmente para o tratamento de varios problemas de salde (bronquite,
cancer, diabetes, distarbios gastrointestinais e hepaticos, dor, hipertensdo, inflamacéo,
leucemia, malaria, reumatismo e Ulceras). Os cientistas tentam relacionar o uso da planta
medicinal com o efeito observado em ensaios farmacolégicos 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. A espécie Croton
zehntneri Pax. et Hoffm. tem sido objeto de estudo de muitas pesquisas, sendo indicada como
uma planta de grande potencial econdmico na regido nordeste do Brasil (SALATINO et al.,
2007; ALBUQUERQUE et al., 2007).

O metabolito secundario, diterpeno, e o0s constituintes do o6leo essencial,
monoterpenos e sesquiterpenos, sao os mais estudados no género Croton. JA o grupo dos
terpenoides é tdo complexo e diverso que varios compostos ndo tiveram suas atividades
elucidadas (DEWICK, 2009; FELIU, 2011). O &cido acetil aleuritdlico (AAA) é um
terpenoide que é pouco relatado na literatura em relacdo a caracterizacdo da estrutura
molecular e propriedades espectroscdpicas, atividade antimicrobiana, como antifingica e
moduladora de drogas, e atividade farmacologica.

Antes de ser explorada tecnologicamente, é fundamental que a substancia seja
caracterizada para se descobrir as principais caracteristicas quimicas, fisicas, bioldgicas e,
eventualmente, farmacoldgicas, medicinais, entre outras. O conhecimento dos parametros
fisico-quimicos de uma molécula é de extrema importancia na industria farmacéutica, visto
que é possivel a partir disso: comparar a estrutura das moléculas, gerando um indice de
similaridade e correlacionar com a atividade farmacoldgica, como também modificar a
molécula a fim de se alterar a solubilidade para melhorar a biodisponibilidade em ensaios in
vivo e in vitro, além de aumentar a poténcia e seguranca, garantindo assim, um melhor perfil
farmacocinético e farmacodindmico (RODRIGUES, 2001; SANTOS et al., 2007; GIL et al.,
2008; GUIMARAES, 2011).
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Os métodos computacionais, utilizando célculos de primeiros principios ou ab
initio para caracterizacdo de uma molécula estdo se tornando cada vez mais importantes em
varias areas da fisica e da quimica. A partir dessa técnica é possivel analisar as ligacdes
quimicas, calcular a energia de ionizacdo, afinidades eletronicas, a polarizabilidade, estudar os
modos normais de vibragdo, os espectros de absorcdo e de emissdo, susceptibilidades e
propriedades de ressonancia magnética (RMN) de moléculas com potencial tecnoldgico
(MARQUES; BOTTI, 2006).

Na literatura existem alguns trabalhos relatando as atividades biol6gicas para o
AAA isolado a partir de espécies de Croton, como antibacteriana, antiespasmddica, anti-
inflamatoria e antinoceptiva (PERES et al., 1997; MACIEL et al., 1998; 2000; PERAZZO et
al., 2007). Contudo, ndo foi relatada a influéncia do AAA na atividade antifingica e como
modificador da atividade de antifungicos e antibidticos. Esta dissertacdo ird abordar esse
tema, visto que a sintese de novas substancias antimicrobianas com efeito indireto ou direto
sobre 0 micro-organismo é importante, tendo em vista 0 aumento da resisténcia as drogas, e
consequentemente, 0 aumento da morbidade e mortalidade causada pelas infec¢cdes. Também
ndo ha nenhuma publicacdo com a identificacdo das propriedades vibracionais e estruturais,
utilizando-se espectroscopias de Infravermelho e Raman. Existe apenas a caracterizagdo do
AAA por espectroscopia de Ressonancia magnética nuclear (RMN) (MCLEAN et al., 1987;
BARRETO et al., 2013). Uma melhor elucidacdo da estrutura do AAA sera de extrema
relevancia para subsidiar trabalhos futuros que abordem a modelagem molecular. Além disso,
0 AAA apresenta uma baixa solubilidade em agua o que prejudica sua biodisponibilidade,
entdo o conhecimento das propriedades estruturais da molécula podera contribuir com a

modificacdo molecular sem prejuizo da atividade bioldgica (GIL et al., 2008).



19

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo do composto acido acetil aleuritolico (AAA) por meio
de técnicas espectroscopicas de Infravermelho e Raman, identificar os modos vibracionais e
as propriedades estruturais da molécula por meio de célculos computacionais de primeiros
principios, além de avaliar a atividade antibacteriana e antifingica deste composto e a

modulacdo de antibioticos e antifungicos.

2.2 Objetivos especificos

» Realizar medidas de Infravermelho e Raman no composto acido acetil aleuritélico
(AAA);

= Fazer célculos computacionais, usando a Teoria do Funcional da Densidade, para
otimizacdo da geometria da molécula e obtencédo das frequéncias tedricas;

= Comparar as frequéncias experimentais obtidas por espalhamento Raman e
espectroscopia Infravermelho com aquelas obtidas por calculos computacionais;

= Classificar os modos normais de vibracdo da molecula AAA com base na visualizagdo
dos estiramentos e deformacg6es angulares;

= Verificar a atividade antimicrobiana do AAA frente a bactérias (Gram negativas e
Gram positivas) e fungos, determinando a concentracdo inibitéria minima do
composto;

= Avaliar o efeito exercido pelo AAA como modificador da atividade de
aminoglicosideos frente a linhagens bacterianas multirresistentes e modulador de

antifungicos frente a fungos patogénicos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Consideracdes sobre o género Croton

Croton L. representa o segundo maior e mais diverso género da familia
Euphorbiaceae e possui em torno de 1.300 espécies com porte arbdreo, arbustivo ou herbaceo,
sendo amplamente distribuido nas regifes tropicais e subtropicais dos hemisférios norte e sul
(GOVAERTS et al., 2000; SALATINO et al., 2007). As espécies desse género ocorrem
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).

As plantas do género Croton tém sido foco de grande interesse para as pesquisas
cientificas, visto que € muito utilizada pela medicina popular para o tratamento de diversas
doencas. Salatino et al. (2007) relatam em seu trabalho vérias plantas do género Croton
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. Dentre as diversas espécies presentes na América do Sul que tém sido
ressaltadas em pesquisas de prospeccdo fitoquimica das propriedades medicinais estao:
Croton betulaster Mll. Arg., C. brasiliensis Mill. Arg., C. cajucara Benth., C. celtidifolius
Baill., C. dracanoides Mull. 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. sonderianus Mll. Arg., C. urucurana Baill., e C. zehntneri
Pax. et Hoffm. Algumas espécies ndo tém recebido suporte cientifico suficiente e ndo tiveram
seu uso popular como planta medicinal comprovados em ensaios farmacol6gicos, como é o
caso de C. eluteria (bronquite, febre, malaria), C. palanostigma (feridas e problemas

digestivos), C. urucurana (dor) e C. zehntneri (anorexia).
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3.2 Componentes quimicos do género Croton

A composicdo quimica das plantas do género Croton € bem diversa e parece
existir uma afinidade quimica entre as espécies relacionada com a distribuicdo geogréfica
(SALATINO et al., 2007). Entre os metabdlitos secundarios constituintes do Croton, o
terpenoide é o predominante, principalmente, a classe dos diterpenos que possuem 0s
seguintes tipos de esqueleto: cembranoides, clerodanos, neoclerodanos, halimanos,
isopimaranos, cauranos, sarcopetalanos, labdanos, ésteres do forbol e traquilobanos (BLOCK
et al., 2004). Vérias espécies do género sdo aromaticas, indicando a presenca de 6leos volateis
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 é tdo comum em plantas da familia Euphorbiaceae (AMARAL; BARNES,
1998; MILANOWSKI et al., 2002). Ja o latex € uma substancia caracteristica de
Euphorbiaceae e geralmente esta associado a propriedades medicinais. Varias espécies de
Croton contém esse composto que pode ser de cor vermelha e conter pré-antocianidinas e/ou
alcaloides (SANDOVAL et al, 2002; RISCO et al, 2003). Outros metabdlitos
frequentemente relatados sdo os triterpenos e compostos fenolicos, como flavonoides,
lignoides e pré-antocianidinas (SALATINO et al., 2007; BARRETO et al., 2013).

Segundo COSTA et al. (2008) existe uma variagdo na concentragcdo dos
constituintes quimicos mais abundantes nos 6leos essenciais. O 6leo volatil obtido a partir de
brotos de C. zehntneri € composto principalmente por fenilpropanoides, como anetol,
metileugenol e estragol (BATATINHA et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2001a).

No trabalho de Morais et al. (2006a) foi observado que existe uma diferenca na
composi¢do quimica dos dleos essenciais dependendo da localidade em que a planta é
coletada. Foram encontrados para a especie de C. zehntneri, coletadas no Nordeste, quatro
tipos quimicos: anetol, para os exemplares coletados em Fortaleza - CE e Vicosa — CE,
eugenol- para os coletados em Areia Branca - RN e Quixada — CE, metil-eugenol - para 0s
coletados em Ipu - CE e Oeiras — PI, estragol - para os exemplares coletados em Tiangua - CE
e Granja - CE. As estruturas quimicas dos compostos presentes no 6leo essencial dos quatro
tipos quimicos de C. zehntneri estdo representadas na Figura 1. Esse mesmo autor também

observou uma diferenca na composicdo quimica entre os 6leos essenciais obtidos a partir de



22

C. zehntneri, coletado em Vicosa em diferentes horarios (6 h e 13 h). O componente
majoritario foi o E-anetol, independente da hora de coleta. Na planta de C. zehntneri coletada
pela manhd (6 h), o E-anetol (47,34 %) apresenta-se em maior percentual que o somatorio do
para-anisaldeido com o formiato de anisila (30,81 %), que sdo considerados seus produtos de
oxidacdo. Ja na planta coletada pela tarde (13h), esses produtos juntos (43,84 %) representam
um maior percentual que o E-anetol (30,97 %). Verificou-se também que alguns metabélitos
ocorrem somente em uma das amostras. Apenas no 6leo coletado pela manha foi encontrado
estragol, a-guaieno e B-selineno, j& no oOleo coletado pela tarde foi encontrado a-pineno,

canfeno e E-metil-isoeugenol que ndo estavam presentes no outro 6leo.

Figura 1- Estruturas quimicas dos principais componentes do 6leo essencial de Croton
zehntneri, coletada no Nordeste

OCHs OCH, OCHs

T

estragol E-anetol eugenol metil-eugenol

Fonte: Morais et al. (2006a).

Em outro estudo, realizado por SOUSA et al. (2005), foi observado que 0s
componentes quimicos também podem variar de acordo com o método de extracdo. Foram
comparados o0s trés métodos seguintes: extracdo com fluido supercritico (SFE), utilizando-se
didxido de carbono como meio de extracdo; destilacdo a vapor e extracdo com etanol. O
componente majoritario para os trés métodos foi 0 mesmo, o E-anetol. No 6leo obtido a partir
da destilacdo a vapor ndo foi encontrado o beta-bisabolol e na extragcdo por etanol foram
obtidos menos metabdlitos, ndo sendo observado nem o estragol que é relatado como
componente majoritario de C. zehntneri por outros autores (ALBUQUERQUE et al., 1995;
COELHO DE SOUSA et al., 1997).
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Dentre os compostos presentes em C. zehntneri os que sdo mais estudados sao 0s
diterpenos e Oleos essenciais. J& 0s terpenoides sdo o grupo mais complexo e diversificado
dos metabdlitos secundarios, sendo a diversidade tdo grande que varios compostos ndo
tiveram suas atividades elucidadas (DEWICK, 2009; FELIU, 2011). O &cido acetil
aleuritdlico (AAA) é um terpenoide que é pouco relatado na literatura em relacdo a
caracterizacdo da estrutura quimica e propriedades espectroscépicas, bem como quanto a
avaliacdo da atividade antimicrobiana, como antifingica e moduladora de drogas, além da

atividade farmacoldgica.

3.3 Atividades biologicas de Croton zehntneri

Dentre as espécies de Croton relatadas na literatura que tiveram as propriedades
farmacoldgicas e antimicrobianas do extrato, do dleo essencial ou de substancias isoladas
investigadas e comparadas com o uso popular estéa a espécie Croton zehntneri.

A espécie C. zehntneri é uma planta indigena que se desenvolve na vegetacédo da
Caatinga (SOUSA et al., 2005), sendo popularmente conhecida como canela-de-cunhg,
canelinha ou canela-brava. Essa planta possui hébito arbustivo, apresenta ramos finos de cor
castanho escuro, pequenas folhas caducifolias com formato oval e que possuem tricomas
estrelados, além disso, apresenta um forte aroma de anis, lembrando uma mistura de erva doce
e cravo da india (CRAVEIRO et al., 1981; COSTA et al., 2008). C. zehntneri € uma espécie
endémica do Brasil e esta distribuida somente na regido Nordeste, abrangendo os estados da
Bahia, Ceara, Paraiba e Pernambuco (CORDEIRO et al., 2013).

A infusdo das folhas de C. zehntneri é utilizada na medicina tradicional para o
tratamento de distarbios nervosos e géstricos, tais como insonia (agdo sedativa), anorexia
(estimulador de apetite), ma digestdo e disturbios gastrointestinais (acdo antiespasmddica da
musculatura do intestino). Essa planta também é empregada na area alimenticia, suas folhas,
galhos e cascas sdo utilizados em alimentos e bebidas como adocante, bem como podem ser
usados durante o cozimento de alimentos para temperar. Dentre as atividades farmacoldgicas
citadas a Unica que ndo foi investigada pela comunidade cientifica foi o efeito do C. zehntneri
no tratamento de anorexia (SOUSA et al., 2005; SALATINO et al., 2007; COSTA et al.,
2008).
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Em relacdo ao efeito exercido pelo 6leo volétil de C. zehntneri foram observadas
as atividades antioxidante (MORAIS et al., 2006a), antibacteriana (COSTA et al., 2008),
moduladora do aminoglicosideo gentamicina (RODRIGUES et al., 2009), antifingica
(FONTENELLE et al., 2008), larvicida para Aedes aegypti (MORAIS et al., 2006b) e
antihelmintica para a eclosdo de ovos e desenvolvimento larval de Haemonchus contortus in
vitro, bem como em testes in vivo para Syphacia obvelata e Aspiculuris tetraptera, que séo
nematoides parasitas de camundongos (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007). Foi
observado também o efeito do 6leo na cicatrizacdo de feridas (CAVALCANTI et al., 2012), o
efeito relaxante do musculo liso, que justifica seu uso na medicina tradicional como
antiespasmadico gastrointestinal (COELHO DE SOUSA et al., 1997; 1998), o efeito
antinoceptivo, geralmente associado com a atividade anti-inflamatoria (OLIVEIRA et al.,
2001a) e o efeito cardiovascular na hipotensdao (SIQUEIRA et al., 2006). Além disso, foi
verificado que o dleo essencial obtido a partir da casca e de folhas de C. zehntneri provoca
depresséo no sistema nervoso central em ratos (LAZARINI et al., 2000).

Em relacdo a atividade farmacoldgica de compostos isolados de C. zehntneri, foi
observado que o anetol (fenilpropandide) possui efeito anticarcinogénico (CHAINY et al.,
2000), que o anetol e o estragol (componentes majoritarios) sao efetivos no relaxamento de
musculos esqueléticos (ALBUQUERQUE et al., 1995) e que o metileugenol possui efeito
antidepressivo em ratos (NORTE et al., 2005). Enquanto que o 6leo essencial de C. zehntneri
provocou depressdo em ratos, o metileugenol, que é o componente majoritério, teve efeito
antidepressivo, utilizando-se um modelo experimental semelhante. Portanto, estudar o efeito
de substancias isoladas € de extrema importancia para se verificar a qual componente de um
determinado dleo essencial € atribuida a atividade farmacoldgica, a fim de se produzir a
formulacdo quimica dos medicamentos. O trabalho de Norte et al. (2005) demonstra que 0
componente majoritario metileugenol ndo é o responsavel pelo efeito depressivo, visto que ao

ser analisado seu efeito isolado foi observada uma atividade oposta (antidepressiva).

3.4 Considerac0es sobre o triterpeno acido acetil aleuritélico (AAA)

Os terpenoides sdo constituidos por unidades isoprénicas pentacarbonadas que séo
classificados quanto ao nimero de unidades de isoprenos em sua estrutura, podendo ser
monoterpenos (2 unidades, 10 carbonos), sesquiterpenos (3 unidades, 10 carbonos),

diterpenos (4 unidades, 20 carbonos), triterpenos (6 unidades, 30 carbonos), carotenoides



25

(8 unidades, 40 carbonos) e esteroides, que sdo sintetizados a partir do triterpeno (DEWICK,
2009). O &cido acetil aleuritdlico (AAA) é classificado como um triterpeno e possui 2 grupos
funcionais: um éster e um acido carboxilico. A estrutura quimica do AAA pode ser observada

na Figura 2.

Figura 2— Estrutura quimica do &cido acetil aleuritolico (Cs2HsoO4)

N
S
~
N
N
N

ACIDO CARBOXILICO

ESTER

O écido acetil aleuritélico foi isolado pela primeira vez a partir da casca de
Aleurites montana em 1970 (MISRA, KHASTGIR, 1970). Em 1987, a estrutura do AAA foi
caracterizada por espectroscopia de Ressonancia magnética nuclear (RMN), empregando
técnicas 1D e 2D (MCLEAN et al.,, 1987). Em 1989, a determinacdo da estrutura
tridimensional da molécula AAA foi feita indiretamente por meio da analise cristalografica da
molécula p-bromobenzil 3-acetilmapronoato (CsgHssBrO,), utilizando a técnica de difracdo de
Raios-X (MCPHAIL et al., 1989). A molécula C3gHssBrOy4 (Figura 3) é derivada do &cido
maprounico, um produto natural isolado de Maprounea africana, sendo que esse composto
possui estrutura esquelética semelhante aquela do AAA (Cs:Hs004). As estruturas quimicas
destas moléculas estdo disponiveis no Banco de Dados Estrutural de Cambridge (Cambridge
Structural Database - CSD) (GIL et al., 2008). McPhail et al. (1989) justificaram que a
determinacdo da estrutura tridimensional do AAA teve que ser feita com o derivado
p-bromobenzil, pois ndo foi possivel a obtencdo de cristais de acido acetil aleuritolico de

forma isolada.
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Figura 3- Estrutura quimica do p-bromobenzil 3-acetilmapronoato (C3gHssBrO,)
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O triterpeno &cido acetil aleuritolico tem sido relatado como constituinte de varias
espéecies de Euphorbiaceae, tendo sido isolado de algumas espécies de Croton nativas do
Brasil. Esse composto foi obtido a partir da casca do caule de C. urucurana (PERES et al.,
1997), a partir da raiz, casca do caule e folha de C. cajucara (MACIEL et al., 1998; 2000), a
partir da casca do caule de C. pseudopulchellus (LANGAT et al., 2012) e a partir dos galhos
sem as folhas e inflorescéncias de C. muscicarpa (BARRETO et al., 2013). Esse composto
também ja foi isolado de plantas de outros géneros: a partir do rizoma de Jatropha isabelli
(PERTINO et al., 2007), da casca do caule de Spirostachys africana (MATHABE et al.,
2008) e de folha e raiz de Alchornea cordifolia (MAVAR-MANGA et al., 2008).

Na literatura foram relatadas algumas atividades biologicas do AAA isolado de
espécies de Euphorbiaceae. Verificou-se a partir do AAA extraido de C. urucurana a
atividade antibacteriana frente as cepas Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium
(PERES et al.,, 1997); a partir do AAA isolado de Spirostachys africana o efeito
antibacteriano sobre Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Vibrio cholera, Escherichia
coli, Shigella dysentery, Shigella flexnerii e Shigella boydii (MATHABE et al., 2008); a partir
do AAA isolado de C. Cajucara, observou-se a acdo antiespasmadica, pois houve reducdo da
motilidade gastrointestinal; acdo anti-inflamatoria por meio da reducdo do edema de pata
(induzido por carragenina, dextrina e histamina); antinoceptiva (constricdo abdominal
induzida pelo &cido acético). O AAA ndo foi efetivo na reducdo do dano da mucosa (Ulceras),
atividade antinoceptiva (utilizando o método da placa quente) e antitumoral (MACIEL et al.,
1998; 2000; PERAZZO et al., 2007).
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Quanto a presenca do AAA nas diversas partes da planta, foi observado que os
componentes majoritarios da casca do caule sdo: o acido acetil aleuritolico (AAA) e o trans-
desidrocotina (DCTN), tendo uma diferenca na quantidade de composto presente na casca de
acordo com a idade da planta. O AAA foi encontrado como componente majoritario na casca
do caule em plantas jovens com 18 meses de idade, enquanto que o0 DCTN né&o foi detectado.
J4 em plantas com 3-6 anos de idade, o triterpeno AAA foi encontrado em pequenas
quantidades, enquanto que o diterpeno DCTN foi 0 componente majoritario da casca do caule.
O triterpeno também foi encontrado nas raizes de plantas com 18 meses de idade, mas estava

ausente em galhos, caule e folhas de plantas velhas (MACIEL et al., 2000).

3.5 Doencas infecciosas causadas por bactérias e fungos

As bactérias que mais provocam mortes no mundo sdo Staphylococcus aureus
meticilina-resistente  (MRSA), Staphylococcus aureus vancomicina-resistente (VRSA)
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, visto que séo resistentes
a mdltiplas drogas. Os processos infecciosos causados por esses micro-organismos
geralmente estdo associados com alta letalidade e altos custos de tratamento (ROCHA et al.,
2011). As infecgbes humanas que tem como alvo a pele e mucosa constituem um problema
sério, principalmente nos paises em desenvolvimento das regides tropicais e subtropicais. Os
patdgenos mais frequentes em doencas infecciosas sdo os dermatdfitos (Microsporum,
Trichophyton e Epidermophyton) e os fungos do género Candida spp (GURGEL et al., 2005;
MEDEIROS et al., 2009).

Escherichia coli possui formato bacilar, € aerébio e anaerdbio facultativo,
pertence ao grupo de bactérias Gram negativas, da familia Enterobacteriaceae e produz
enteroxinas que podem estar envolvidas nas doencas diarreicas (MURRAY, 2004; MATIAS
et al., 2011). Essa bactéria esta presente na microbiota normal do trato intra-intestinal dos
animais (incluindo o homem). Entretanto, dentre as cepas de E. coli, hd& um grupo capaz de
provocar doencas em individuos humanos, coletivamente chamadas de E. coli
enteropatogénicas (SILVA et al., 2003). Linhagens patogénicas de E. coli tém sido
evidenciadas como causa priméria de infeccBes no trato urinario, meningite neonatal,
septicemia nosocomial e enterites em seres humanos. (SCHNEIDER et al., 2009).

Staphylococcus aureus é uma bactéria esférica, do grupo dos cocos Gram

positivos, € aerébio e anaerobio facultativo. Este micro-organismo € facilmente encontrado na
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pele e nas mucosas dos seres humanos e aves. Essa bactéria € comumente o agente etiol6gico
que causa infec¢des purulentas em diversos tecidos e 6rgédos, podendo provocar doencas, que
vao desde uma simples infec¢do (espinhas e furdnculos) até infeccBes graves (pneumonia,
meningite, endocardite, miocardite, sindrome do choque tdxico, septicemia e outras)
(SANTOS et al., 2007; COUTINHO et al., 2010).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram negativa e ubiqua ambiental. Nos
seres humanos, € responsavel pelas infec¢bes cronicas pulmonares eventuais e muitas vezes
fatais em pacientes imunocomprometidos ou portadores de fibrose cistica (LYCZAK et al.,
2000; ROWE et al.,, 2005). P. aeruginosa é a terceira causa principal de infeccGes
hospitalares (BONOMO; SZABO, 2006). Por ter preferéncia por locais Umidos, é encontrada
com maior facilidade em areas do corpo humano como orofaringe, axilas, perineo e mucosa
nasal, sendo o trato gastrointestinal sua principal area de colonizacdo (FERREIRA, 2010).

Klebsiella pneumoniae € uma bactéria Gram negativa, com formato bacilar e
pertence a familia Enterobacteriaceae sendo conhecida como patégeno causador da
pneumonia adquirida na comunidade. Ao longo dos anos a incidéncia de pneumonia adquirida
atribuida a K. pneumoniae vem diminuindo, no entanto é extremamente comum a associacdo
desse patdégeno com infeccBes do trato urinario, corrente sanguinea, intra-abdominal e
pneumonia (CHANG et al., 2005; KEYNA; RUBINSTEIN, 2007).

Espécies de Candida sdo reconhecidas como as leveduras mais usualmente
envolvidas na etiologia de infeccdes micdticas. A candidiase caracteriza-se como a infecgdo
fangica mais comum, sendo Candida albicans seu agente etiolégico mais frequente. Ainda,
outras espécies inseridas no género Candida (por exemplo: C. krusei, C. parapsilosis, C.
tropicallis) também podem estar envolvidas na etiologia da candidiase. Os quadros clinicos
mais rotineiramente reportados relacionados a candidiase sdo a do tipo cutaneo-mucosa,

sistémica/visceral e alérgica (LIMA et al., 2006).

3.6 Tratamentos para infec¢fes bacterianas e fungicas

A incidéncia de infeccbes causadas tanto por fungos como bactérias vem
aumentando consideravelmente devido a indugéo de resisténcia das bactérias aos antibioticos
e ao desenvolvimento de toxicidade, apds o tratamento prolongado com muitos antifungicos

(GIORDANI et al., 2001). O tratamento convencional para doencas causadas por fungos €
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limitado em comparacdo com a terapia para infeccdes bacterianas, visto que o fungo é
eucarionte, portanto torna-se dificil o desenvolvimento de uma droga que seja seletivamente
toxica para fungo e ndo para as células do hospedeiro (HARRIS, 2002). Varios compostos
quimicos, sintéticos ou semi-sintéticos e produtos naturais, estdo sendo elucidados por causa
de suas propriedades antimicrobianas. O uso de extratos de plantas e fitoquimicos com
propriedades antiflngicas e antibacterianas tém importancia significativa 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). A pesquisa por novos
produtos com atividade antimicrobiana direta, bem como agente modificador da resisténcia a
antibidticos e antifangicos é de extrema importancia para reduzir a morbidade e mortalidade
como consequéncia de infeccdes. Assim, sdo incentivados os estudos para descobrir
alternativas que sejam mais eficiente, barata e menos tdxica do que a terapia tradicional
(CAVALEIRO et al., 2006).

Das drogas existentes para o tratamento de infeccBes bacterianas e fungicas, a
quantidade de farmacos antifingicos em uso € limitada se comparada com os antibioticos e,
na maioria das vezes, possuem alguma limitacdo na eficacia ou na toxicidade terapéutica
(RUIZ-HERRERA; SAN-BLAS, 2003).

Uma das classes de antibidticos amplamente utilizados sdo os aminoglicosideos.
Esse farmaco contém um anel aminociclitol que pode ser uma estreptidina ou uma
2-desoxiestreptamina que sdo conectados a dois ou mais agucares por ligagdes glicosidicas.
Sdo caracterizados também como compostos polares, carregados positivamente (catidnicos).
A maioria dos aminoglicosideos sdo produzidos naturalmente por Actinomicetos do género
Streptomyces ou Micromonospora. Sdo derivados semi-sintéticos de Streptomyces: a
amicacina, netilmicina, dibecacina, isepamicina e arbecacina, enquanto que os provenientes
de Micromonospora sd0: neomicina, gentamicina, tobramicina e paramomicina
(GIAMERLLOU, 1986). As vantagens dessa classe de antibi6tico sdo: possuir um amplo
espectro antimicrobiano, rapida acdo bactericida e capacidade de agir sinergicamente com
outras drogas 0 que pode ocasionar uma superacao da resisténcia bacteriana e ser bastante util
no tratamento de graves infec¢bes hospitalares. Além de possuir um custo relativamente

baixo, estabilidade quimica e ndo provocar reacdes alérgicas. Em relacdo as desvantagens,
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esse antibidtico é inativo contra bactérias anaerdbias, ndo € absorvido oralmente (devido a
natureza cationica), tendo que ser administrado por via parenteral, intramuscular ou
intravenosa, bem como possui limitacdes terapéuticas devido sua toxicidade (nos sistemas
coclear e/ou vestibular e nos rins) (JANA; DEB, 2006).

Os aminoglicosideos possuem efeito, principalmente, sobre bactérias aerobias do
grupo bacilos Gram negativas e sobre bactérias do grupo cocos Gram positivas. A acdo do
aminoglicosideo ocorre principalmente na inibicdo da sintese proteica em que as moléculas do
antibidtico se ligam a subunidade 30S do ribossomo bacteriano, impedindo a traducdo e
ocasionando a morte celular (KOTRA et al., 2000). Outros efeitos no metabolismo da bactéria
que podem ser considerados como efeitos secundarios do antibi6tico sdo: danos ha membrana
celular (alterando a composicdo e permeabilidade da membrana), alteracdo das concentracdes
ibnicas celulares e modificacbes na sintese do DNA e RNA (FOURMY et al., 1996). Os
aminoglicosideos podem ser utilizados como agentes profildticos e como agente
antimicrobiano para o tratamento de diversas enfermidades. A gentamicina e amicacina sdo
utilizadas para o tratamento das mesmas doencas (meningite, pneumonia e sepse), ja a
neomicina € utilizada em queimaduras, feridas, Ulceras e dermatites (RYBAK;
WHITWORTH, 2005). A gentamicina é escolhida, na maioria das vezes, por causa de seu
baixo custo e por ser eficaz na inibi¢do de bactérias aerobias Gram negativas (ROUGIER et
al., 2004). Ja a amicacina é eficiente, quando aplicada em bactérias que sdo resistentes a
outros aminoglicosideos, pois a sua estrutura quimica é menos suscetivel a inativacdo pelas
enzimas bacterianas (JANA; DEB, 2006).

Os antifungicos sao divididos em quatro classes baseado no seu mecanismo de
acao: classe pirimidina (interfere na sintese de DNA e RNA); classe polienos (interagem com
0 ergosterol, alterando a permeabilidade da membrana); classe azois, representado pelo
imidazol e triazol; alilaminas; morfolina e tiocarbamato (interferem na biossintese do
ergosterol, produzindo esterois toxicos que afetam a estrutura da membrana e suas funcoes,
como transporte de nutrientes e sintese de quitina) e a quarta classe, representada pela
griseofulvina (atua na mitose). A maioria dos antifungicos na industria de farmacos atua
interferindo na biossintese de esgosterol, principal esterol da membrana do fungo
(BOSSCHE, 1997; MANFRINI, 2007).

Os polienos sdo fungicidas de amplo espectro de acdo, sendo a anfotericina B,

usado clinicamente como antiflngico sistémico e a nistatina em uso topico. O mecanismo de
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acdo € a ligacdo ndo covalente com o ergosterol, formando poros na membrana plasmatica do
fungo que provocam o extravasamento dos componentes plasmaticos e a morte celular
(BEHR, 2003), como também podem provocar dano oxidativo. Esses farmacos apresentam
maior afinidade para o ergosterol flngico do que para o colesterol de mamiferos, sendo menos
toxicos para as células de mamiferos (VICENTE et al., 2003; MANFRINI, 2007). Apesar
disso, a anfotericina B provoca lesdo renal grave, podendo levar ao Obito
(GEORGOPAPADAKOU, 1998). As drogas mebendazol e benzoilmetronidazol possuem

aneis azois que possuem ac¢ado antiflngica.

3.7 Resisténcia a antimicrobianos

O uso excessivo e inadequado de algumas drogas para o tratamento de doengas
patogénicas em humanos tem ocasionado 0 aumento da incidéncia de resisténcia microbiana,
principalmente quando € utilizada apenas uma classe de antimicrobiano durante um longo
periodo (ZEMBOWER et al., 1998; FLUIT; SCHMITZ, 1999). Os mecanismos de resisténcia
dos micro-organimos aos antifngicos e antibioticos ainda sao pouco elucidados.

A pressdo seletiva pelo uso de aminoglicosideos pode provocar mutacGes nos
genes que por sua vez alteram a expressdo das enzimas, resultando na capacidade de
modificar/inativar os aminoglicosideos. As bactérias podem adquirir o DNA exo6geno (gene
com a mutagdo) por meio de mecanismos de transducdo, transformacdo e conjugacéo,
ocorrendo a transferéncia do gene em plasmideos ou transposons (AHMED; SHIMAMOTO,
2004). Existem trés mecanismos gerais de resisténcia aos aminoglicosideos: reducdo da
concentracdo intracelular do antibidtico nas células bacterianas, geralmente por um
bombeamento da droga para fora da célula por uma bomba de efluxo ou pela alteracdo da
permeabilidade; alteracdo do alvo molecular do antibiotico, geralmente resultante de uma
mutacdo espontanea no gene que codifica o alvo ou substituicdo do gene alvo por um gene
exogeno; inativacdo enzimatica do aminoglicosideo. Existem outros mecanismos de
resisténcia que ndo se enquadram nesses trés tipos, além disso, pode ocorrer mais de um
mecanismo (na mesma estirpe e a0 mesmo tempo) no caso de algumas classes de drogas
(WALSH, 2000; AZUCENA; MOBASHERY, 2001; WALMSLEY, 2001; JANA; DEB,
2006).
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A resisténcia aos antifungicos pode ser definida como uma estavel heranca
genética por um fungo, resultando em uma sensibilidade menor do que o normal para o
antifngico. A expressdo do nivel de resisténcia pode ser definida pela seguinte equacdo: Clsg
linhagens resistentes (apo6s o tratamento) / Clso fungos selvagens (antes do tratamento). A Clsg
significa a concentracdo inibitéria média em que ha inibicdo de 50 % das células fungicas.
Existem dois tipos de resisténcia: a cruzada positiva que ocorre quando um mesmo fator
genético media a resisténcia a dois ou mais antifingicos e a cruzada negativa que € quando
um fator genético media a resisténcia a um agente antifungico e ao mesmo tempo aumenta a
sensibilidade para um segundo antifungico (DEKKER, 1995; BOSSCHE, 1997). Os recentes
estudos sobre 0os mecanismos de resisténcia aos antifungicos indicam que pode ocorrer uma
deficiéncia na absorcdo e uma superexpressdo de bombas de efluxo da droga que mantém a
concentracdo intracelular do farmaco muito baixa. A resisténcia também pode ser proveniente
da alteracdo do alvo, e consequente amplificacdo desse gene que codifica a enzima alvo ou
ainda pela alteracdo do nivel de ergosterol, a partir de uma diferenca na acumulacdo natural

de esterois ou a partir de uma reducédo na ativacdo de agentes antifungicos (BOSSCHE, 1997).
3.8 Espectroscopia molecular

A espectroscopia estuda a interacao da radiacdo eletromagnética com a matéria,
tendo como finalidade a determinacdo da configuragdo dos niveis de energia (rotacional,
vibracional e eletrénica) de &tomos ou moléculas. A partir da utilizacdo dessa técnica, pode-se
obter informacGes sobre a estrutura molecular e as ligagdes quimicas. Quando a radiacdo
eletromagnética incide sobre a matéria, pode ocorrer uma transicdo entre estados energéticos.
Nas moléculas, a regido espectral onde as transi¢Ges sdo observadas depende do tipo de niveis
envolvidos: eletrénicos, vibracionais ou rotacionais (SALA, 2008). A energia total de uma

molécula é a soma de todas essas energias, como pode ser observado na Equagéo 1:

ETotaI = EEIetrénica+ EVibraciona + ERotacionaI (l)

Nas transi¢Oes eletronicas praticamente ndo ha mudanca da posicdo dos nucleos
da molécula, este tipo de transicdo é caracterizado pela passagem de um elétron de um estado
de menor energia para um de maior energia, apos a absorcao da radiacdo. Nos outros tipos de
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transicdes ocorre a mudanca da posicao relativa dos atomos na molécula, nas vibracionais o0s
nucleos dos &tomos mudam de posigdo constantemente devido a mudancas nas distancias de
ligacdo ou nos angulos de ligacdo, nas rotacionais os atomos da molécula mudam de posi¢do
devido a rotagOes sobre eixos definidos (centro de gravidade) e nas translacionais ocorre
devido a movimentos de translagdo da molécula como um todo (OLIVEIRA, 2001b).

Sob influéncia da radiagdo eletromagnética, os &tomos de uma molécula podem se
movimentar nas trés direcGes dos eixos cartesianos (X, y e z). A quantidade e a qualidade de
movimentos que podem ser efetuados pelos &tomos que compdem a molécula sdo definidos
como graus de liberdade. Uma molécula com N &tomos pode se movimentar em 3 direcGes, 0
que implica em 3N modos distintos de movimentos associados aos trés tipos possiveis de
transi¢fes. Quando uma molécula é linear, ou seja, 0s atomos estdo dispostos sobre um dos
eixos do sistema de coordenadas, havera 3 modos translacionais e apenas 2 movimentos
rotacionais, pois ndo pode haver rotacdo sobre o eixo em que a molécula estd definida. Os
movimentos vibracionais sdo calculados pelo total de graus de liberdade (3N) menos a
guantidade de movimentos translacionais e rotacionais presentes na molécula e séo
denominados de modos normais de vibracdo. Logo, uma molécula linear terd 3N — 5
vibragbes moleculares. J& em uma molécula que ndo é linear ocorrem todos os modos
translacionais e rotacionais, portanto o numero de modos vibracionais € definido por 3N — 6.
Para cada modo normal de vibracdo, ha uma relacdo de energia potencial que pode ser
expressa de acordo com os niveis discretizados (OLIVEIRA, 2001b; SKOOG et al., 2002).
Os tipos de graus de liberdade e a quantidade de transi¢cGes possiveis de acordo com a

geometria da molécula, classificada em linear e ndo linear estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Tipos de graus de liberdade e quantidade de transi¢Oes de acordo com a geometria
molecular

Tipo de grau de liberdade Linear N&o linear
Translagao 3 3
Rotacional 2 3
Vibracional 3N-5 3N-6

Total 3N 3N

Fonte: OLIVEIRA (2001b).
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Os métodos espectroscopicos: espectroscopia na regido do Infravermelho (IR),
espalhamento Raman, ultravioleta—visivel (UV-VIS), espectrometria de massas (EM) e a
ressonancia magnética nuclear (RMN) constituem, atualmente, os principais recursos para a
identificacdo e elucidagéo estrutural de substancias organicas, sendo de extrema importancia
na determinacdo da pureza e quantificagdo de substancias organicas, bem como no controle e
acompanhamento de reacgdes e processos de separacdo. O uso dos referidos métodos fisicos de
analise traz uma série de vantagens, destacando-se a reducao no tempo de analise, diminuigédo
substancial nas quantidades de amostra, ampliacdo da capacidade de identificar ou
caracterizar estruturas complexas, ndo destruicdo da amostra (exceto em EM) e a
possibilidade de acoplamento com métodos modernos de separacdo, como a cromatografia
gasosa de alta resolucdo (CGAR) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
espectroscopia na regido do infravermelho tem sido também, amplamente utilizada em linhas
de producéo, no controle de processos industriais (LOPES; FASCIO, 2004).

A interacdo da radiacdo eletromagnética com o movimento vibracional dos
nucleos origina os espectros vibracionais no Infravermelho e no Raman. A manipulacdo da
amostra para medidas em espectroscopia Raman é mais simples do que em espectroscopia IR,
visto que o vidro comum pode ser utilizado em janelas, lentes e outros componentes dpticos
do espectrometro, no lugar de cristais de haletos, que sdo mais frageis e menos estaveis na
atmosfera. Além disso, a fonte de radiacdo laser do Raman é facilmente focalizada em uma
area pequena da amostra e a radiacdo emitida é eficientemente focalizada na abertura ou fenda
de entrada de um espectrometro. Como resultado, amostras muito pequenas podem ser
investigadas (HOLLER et al., 2009). Contudo, como os efeitos fisicos envolvidos nas duas
técnicas sdo distintos, os modos vibracionais ativos também serdo 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 da estrutura vibracional de um sistema quimico pode ser necessario avaliar os dois
espectros (OLIVEIRA, 2001b; SKOOG et al., 2002).
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3.9 Espectroscopia no Infravermelho
3.9.1 Regides espectrais no Infravermelho

A regido espectral do infravermelho (IR) abrange uma radiagdo com numero de
onda de 12.800 a 10 cm™ que é comumente dividida de acordo com as aplicacBes e
instrumentacdo em trés regides: radiacdo no infravermelho proximo, médio e distante
(SKOOG et al., 2002). Os detalhes relativos a radiacdo para cada regido espectral estdo

descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Regides espectrais do Infravermelho

Regi&o Intervalo de Comprimento | Regido de Ntmero Regido de
de Ondas (1), pm de Onda (v ), cm™ Frequéncia (v), Hz
Proximo 0,78a25 12.800 a 4.000 3,8x10"a1,2x10"
Médio 2,5a50 4.000 a 200 1,2x10"a 6,0 x 10*
Distante 50 a 1.000 200 a 10 6,0 x 10 a 3,0 x 10"
Mais usada 25a15 4.000 a 670 1,2x10*a2,0x 10"

Fonte: SKOOG et al. (2002).

Para que uma molécula possa absorver a radiacdo infravermelha, esta tem que
sofrer uma variagdo no momento de dipolo como consequéncia do movimento rotacional ou
vibracional. O momento de dipolo é determinado pela magnitude da diferenca de carga e pela
distdncia entre dois centros de carga. Somente nessas circunstancias o campo elétrico
alternado da radiacdo pode interagir com a molécula e causar variagdes na amplitude de um
de seus movimentos. Para moléculas diatbmicas homonucleares, tais como O,, N, ou Cl;
nenhuma variacao efetiva no momento de dipolo é observada durante a vibragdo ou rotacao,
impedindo que estas moléculas absorvam radiacdo no infravermelho (SKOOG et al., 2002;
HOLLER et al., 2009). Portanto, os modos vibracionais esperados para uma molécula ndo
linear (3N — 6) ou linear (3N — 5) ndo séo todos ativos no espectro de infravermelho, pois
alguns modos terdo momento de dipolo, ou sua variacao, igual a zero (OLIVEIRA, 2001b).
Existem quatro fatores que ocasionam uma visualiza¢do experimental de um nimero menor
de bandas (modos normais de vibragdo) do que o teoricamente esperado: a simetria da

molécula é muito alta que ndo ocorre variacdo no dipolo a partir de uma vibracao particular;
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as energias de duas ou mais vibragdes sdo idénticas ou semelhantes (degenerescéncia); a
intensidade de absorcdo € tdo baixa que ndo € detectada pelos meios comuns; e a energia
vibracional estd em uma regido de comprimento de onda além da faixa do instrumento
(SKOOG et al., 2002).

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

O espectro no infravermelho médio apresenta vibragdes fundamentais, onde as
bandas sdo intensas e bem definidas. O espectro infravermelho médio pode ser subdividido
em duas regides, sendo a regi&o de 3.600 a 1.200 cm™, correspondente a bandas de absorcéo
da maioria dos grupos funcionais. J4 a regido de 1.200 a 600 cm™ é conhecida como regiéo de
impressao digital (fingerprint region), onde cada substancia apresenta um padrdo especifico
de bandas de absorcao (SKOOG et al., 2002).

3.9.2 Modos normais de vibracdo

As vibragdes moleculares podem ser classificadas em: vibracdo de deformacéao
axial ou estiramento (stretching) e vibragdo de deformacédo angular (bending). As vibragoes
de estiramento sdo caracterizadas por uma variacdo continua na distancia interatbmica ao
longo do eixo da ligagéo entre dois atomos, e as deformagOes angulares séo caracterizadas
pela variacdo do angulo entre duas ligacdes. Os estiramentos sdo classificados em: simétricos
(symetric) e assimétricos (asymetric). J& as vibracdes de deformacdo angular podem ser de
quatro tipos: simétrica no plano (rocking, balango ou oscila¢do), assimétrica no plano
(scissoring ou tesoura), simétrica fora do plano (wagging, sacudida ou balanco em fase) e
assimétrica fora do plano (twisting, tor¢do ou balanco fora de fase) (SKOOG et al., 2002;

PAVIA et al., 2009). Os tipos de vibragcbes moleculares estéo representados na Figura 4.
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Figura 4- Tipos de vibragdes moleculares. A - vibracGes de estiramento (Al - simétrico, A2 -
assimétrico); B - vibracbes de deformacdo angular (B1 - rocking, B2 — scissoring, B3 —
wagging, B4 — twisting)

Al A2

A4 NN

A - Vibragoes de estiramento

Simétrico Assimétrico
symmetric stretch asymmetric stretch
y" B1 B2
Balango no plano Tesourano plano
i ~ rocking scissoring
B - Vibragoes de
~ + + + -
deformagao angular B3 B4

Sacudidaforadoplano Torg¢ao forado plano
wagging twisting

Nota: (+) indica movimento para fora da pagina e (-) indica movimento para dentro da pégina.
Fonte: adaptado de SKOOG et al. (2002); PAVIA et al. (2009).

3.9.3 Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os instrumentos com transformada de Fourier apresentam uma série de vantagens:
possuem uma relagdo sinal-ruido melhor em mais de uma ordem de magnitude que as de
instrumentos dispersivos de boa qualidade, podendo, em muitos casos, fazer varreduras
rapidas e obter bons espectros em um tempo curto. Os instrumentos interferométricos sao
também caracterizados por resolucdes maiores (<0,1 cm™) e determinacdes de frequéncias
altamente exatas e reprodutiveis. Além disso, a dptica deste tipo de aparelho fornece um
transporte de energia muito maior (uma ou duas ordens de magnitude) que os instrumentos
dispersivos. Assim, o interferdmetro esta livre de radiacdo espuria, pois cada frequéncia no
infravermelho é modulada em uma frequéncia diferente (SKOOG et al., 2002).

Esse instrumento emprega o interferdmetro de Michelson de dois feixes (Figura 5)
e explora o processo matematico da transformada de Fourier. O equipamento é composto por
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dois espelhos planos perpendiculares entre si, um espelho fixo e um espelho mével. Contém
também um espelho semi-refletor (parte do feixe passa e parte é refletida) que € o divisor de
feixe, cortando os planos dos dois espelhos.

No infravermelho com transformada de Fourier (FTIR: Fourier transform
infrared) a radiac&o emitida pela fonte, depois de colimada por um espelho, € introduzida em
um interferémetro e separada em dois feixes pelo divisor de feixes. Um dos feixes percorre
uma distancia fixa e o outro, uma distancia variavel (espelho mével). No divisor de feixe, 0s
dois raios sdo combinados opticamente, podendo gerar uma interferéncia construtiva (se
estiverem em fase) ou destrutiva (se estiverem fora de fase), gerando um interferograma.
Quando este feixe combinado de luz atravessa a amostra, € absorvido seletivamente e,
dependendo das absorcdes apresentadas pela amostra, gera um novo interferograma. Este
interferograma é tratado por meio de um processo matematico, denominado Transformada de
Fourier, originando um espectro no infravermelho que pode ser tanto de transmitancia quanto
de absorbancia (WARTEWIG et al., 2005).

Figura 5- Interferdmetro de Michelson

Espelho fixo

[}
t‘;.r’.
Y
A
L 2

Divisor do feixe i
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Espelho movel

Detector

Fonte: WARTEWIG et al. (2005)

3.9.4 Reflectancia total atenuada (ATR)

Uma das maiores vantagens da espectroscopia de Infravermelho do tipo reflexao
total atenuada com transformada de Fourier (FTIR-ATR: Fourier Transform infrared

attenuated total reflectance) é ser um método ndo destrutivo que requer um minimo preparo



39

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

A técnica de ATR em espectroscopia é caracterizada pela reflexdo que ocorre
quando um feixe de radiacdo passa de um meio mais denso para um meio menos denso.
Embora ocorra completa reflex&@o interna na interface cristal/amostra, a radiagdo penetra uma
pequena distancia dentro da amostra. Esta penetragdo chama-se onda evanescente. A amostra
interage com a onda evanescente, resultando na absorcdo da radiacdo pela amostra, que
corresponde ao espectro de transmissdo dessa mesma amostra, conforme representacao
esquematica mostrada na Figura 6 (WARTEWIG et al., 2005; HOLLER et al., 2009).

Figura 6— Reflectancia Total Atenuada (ATR)
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Fonte: WARTEWIG et al. (2005)

A obtencdo do espectro depende de diversos parametros, incluindo angulo de
incidéncia da radiacdo na amostra, comprimento de onda da radiacdo, indices de refracdo da
amostra e do cristal do equipamento (cristais de ZnSe, BaF,, CaF,;, KBr, KCI). A
profundidade da penetracdo efetiva (d,) depende do comprimento de onda do feixe, dos
indices de refracdo do cristal e da amostra, e do angulo do feixe (WARTEWIG et al., 2005).
O célculo da profundidade de penetracdo esta descrito na Equacéo 2:



40
2 (2)

n,|
2 sen26 —| —=
{7

d,=

onde:

A = comprimento de onda da radiac¢do incidente
M1 = indice de refragdo do cristal

N2 = indice de refracdo da amostra

6 = angulo de incidéncia

3.10 Espectroscopia Raman

3.10.1 Espalhamento Rayleigh e Espalhamento Raman

Os espectros Raman sdo obtidos ao irradiar uma amostra com uma fonte laser de
radiacdo monocromatica no visivel ou no infravermelho proximo. Quando a radiagdo
atravessa um meio transparente, as espécies presentes espalham uma fragéo do feixe em todas
as direcOes. Se essa radiacdo for espalhada com o mesmo valor de comprimento de onda, ou
seja, a energia for a mesma antes e depois da interacdo com a matéria, serd um espalhamento
elastico. Se a radiacdo depois de interagir com a matéria, tiver um comprimento de onda
diferente da radiacdo incidente (fonte de excitacdo) serd um espalhamento inelastico da luz
(OLIVEIRA, 2001b; SKOOG et al., 2002). O espalhamento elastico também denominado de
espalhamento Rayleigh € aquele em que a luz espalhada tem a mesma frequéncia da luz
incidente (vp). Ja 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 (vi)
(RICCI, 2008). Um diagrama ilustrando os espalhamentos Rayleigh e Raman é mostrado na
Figura 7.

No espalhamento Rayleigh, as moléculas estdo no estado fundamental (estado no
qual as moléculas estdo em um menor nivel de energia). Quando essas moléculas sofrem
colisdo com o foton de energia (que € a luz incidente), passam do estado fundamental para um
estado virtual e voltam em seguida para o estado fundamental e o foton espalhado conserva a

energia.
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Figura 7 - Mecanismo de espalhamento Rayleigh e Raman
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Nota: vo = frequéncia da luz incidente, vy, = frequéncia vibracional da molécula.
Fonte: adaptado de RICCI (2008); SKOOG et al. (2002).

O espalhamento Raman envolve uma distor¢do momentanea da nuvem eletronica
dos elétrons em torno de um &tomo ou de uma molécula, seguida por reemissao da radiagcdo
enquanto a nuvem eletronica volta ao estado normal. Na sua forma distorcida, a molécula fica
temporariamente polarizada. A gradeza fisica que esta associada a capacidade de deformacéo
da nuvem eletrénica de um determinado atomo ou molécula frente ao efeito de um campo
elétrico externo é denominada de polarizabilidade. Portanto, a atividade Raman esta ligada a
polarizabilidade da molécula devido a interacdo do campo elétrico externo da radiacdo com a
amostra, gerando um momento dipolo induzido. De acordo com a mecanica quantica uma
vibragdo somente € ativa no espectro Raman, quando durante a vibragdo ocorre uma mudanca
na polarizabilidade (OLIVEIRA, 2001b; SKOOG et al., 2002).

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

No espalhamento Raman Stokes, as moléculas sofrem colisdo com o fdton
passando do estado fundamental para o estado virtual, e em seguida, decai para um estado

vibracional excitado de energia, entdo esse foton espalhado tera energia menor que a radiacdo
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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 féton espalhado terd energia maior que a
radiacéo 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 contribuicdo do fator de Boltzmann, ou seja, 0 numero de moléculas que
estdo no estado fundamental é muito maior que o de moléculas em estado excitado (SKOOG
et al., 2002).

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 impressdo digital ou fingerprint de uma substancia da qual a sua

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

3.10.2 Espalhamento Raman com Transformada de Fourier (FT-Raman)

O instrumento Raman com transformada de Fourier (FT-Raman: Fourier
transform Raman) emprega um interferébmetro de Michelson semelhante ao utilizado em
espectrometros FTIR. Ao conjugar-se a excitacdo no infravermelho proximo (de baixa
energia) com a técnica de interferometria e de transformada de Fourier, um interferémetro
produz um sinal (o interferograma) no qual séo codificadas todas as frequéncias do espectro
Raman. Depois que o sinal € acumulado em um detector, serd decodificado por um programa
computacional em que as frequéncias de todas as bandas Raman serdo encontradas por
intermédio de uma transformada de Fourier. Utilizando-se como fonte de radiacdo um laser
Nd-YAG de onda continua, que excita a amostra na linha 1064 nm (1,064 um), praticamente
elimina-se a fluorescéncia/luminescéncia e a fotodecomposicdo das amostras, contudo a
intensidade do sinal Raman é bastante reduzida. Ao empregar a técnica da transformada de
Fourier, pode-se interpretar o sinal fraco espalhado pela amostra. Assim, o instrumento FT-
Raman proporciona uma melhor precisdo da frequéncia em relacdo aos instrumentos
convencionais (HOLLER et al., 2009; GUIMARAES, 2011).
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3.11 Célculos computacionais de primeiros principios

Na mecanica quantica emprega-se a equacdo de Schrodinger para calcular as
propriedades fisicas de atomos e moléculas, a partir das interagdes entre os seus elétrons e
nacleos (BARREIRO; RODRIGUES, 1997). Os célculos de mecéanica quantica ndo sdo
exatos, pois sdo feitas algumas aproximacBes baseadas em dados empiricos. Uma
aproximacdo utilizada para solucionar a equacao de Schrodinger é a de Born-Oppenheimer.
Nessa aproximacdo o movimento dos elétrons é considerado mais rapido e independente do
nacleo e, uma vez que os elétrons giram em torno do nucleo, € possivel descrever o
movimento eletronico separadamente do movimento nuclear. SupBe-se que a densidade
eletrbnica pode ajustar-se instantaneamente a qualquer alteracdo na configuracdo geométrica
dos nucleos, assumindo que os nucleos possuem movimento livre e que todas as interacdes
nucleares sdo aditivas. A superficie de Born-Oppenheimer, conhecida como superficie de
energia potencial, € caracterizada como multidimensional e descreve a energia de uma
molécula em termos das posicdes nucleares. Esta superficie possui minimos locais em relacéo
a uma ou algumas conformacdes moleculares estaveis e, em uma primeira aproximacdo, a
molécula é descrita pela estrutura correspondente ao minimo global da superficie potencial
(TOSTES, 1998; COELHO et al., 1999; CARVALHO et al., 2003). Os métodos de calculos
de primeiros principios também denominados de ab initio, descrevem de maneira rigorosa a

natureza quantica dos elétrons.

3.11.1 Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

A Teoria do funcional da densidade (DFT: Density Functional Theory) emergiu
como uma alternativa para os métodos tradicionais (ab initio e semi-empiricos) no estudo de
propriedades do estado fundamental de sistemas moleculares. Entre as vantagens do método
DFT estdo o ganho em velocidade computacional e espaco em memoria. Além disso, nas
derivacBGes das equacBes do funcional da densidade, nenhum pardmetro, em principio,
necessita ser ajustado ou determinado empiricamente. Esse método é bastante util no estudo
de uma ampla variedade de materiais, tais como moléculas grandes, descrevendo-se
realisticamente sistemas organicos, inorganicos, metalicos e semicondutores (MORGON;

CUSTODIO, 1995). Contudo, ndo se pode aplicar em sistemas magnéticos, supercondutores e
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condensados de Bose-Einstein, pois esse método ndo é muito preciso. Entdo, considera-se que
os limites desse método sé@o as aproximacdes existentes para o potencial de troca e correlacdo
(MARQUES; BOTTI, 2006; GUIMARAES, 2011).

O método DFT foi estudado por Walter Kohn, Pierre Hohemberg e Lu Sham em
1964. Esses cientistas reformularam a mecénica quéantica, baseada na funcéo de onda quéntica
de um sistema e apresentaram o modelo da densidade eletronica, baseado na equacdo de
Kohn-Sham (Equacao 3).

P (3 SRV (3 ER VN 1) (3 TRV P (3 3)

onde:

vks [p](r") = potencial de Kohn-Sham
Vext (T') = potencial externo

V Hartree [P](T) = potencial de Hartree

Vye [p](r) = potencial de troca e correlagio

A Teoria do funcional da densidade (DFT) simplifica a resolucdo da equacéo de
Schrddinger para sistemas complexos com uma precisdo notavel. Atualmente, esse método é
empregado em programas de computador como Gaussian, Gamess, Vasp, Abinit e Pwscf,
sendo o Gaussian, criado por John Pople, o programa de computador mais utilizado para
realizar esses calculos em moléculas. Por meio do DFT pode-se analisar as liga¢fes quimicas,
calcular energia de ionizacdo, afinidades eletronicas, a polarizabilidade, estudar os modos
normais de vibracdo, os espectros de absorcdo e de emisséo, susceptibilidades e propriedades
eletronicas e magnéticas de moleculas com potencial tecnolégico (MARQUES; BOTTI,
2006).

No desenvolvimento da DFT, o primeiro funcional de troca utilizado foi o LDA
(aproximacdo da densidade local, Local Density Approximation), baseado no estado
fundamental do gas homogéneo de elétrons, um sistema idealizado em que os nucleos
atdbmicos sdo substituidos por uma carga positiva continua e constante. Posteriormente,
surgiram os métodos hibridos que permitem uma conformagdo de mais baixa energia, ao
relacionar o método HF (Hartree-Fock) e DFT. Atualmente, o mais utilizado € o B3LYP, esta

sigla significa aplicacdo do funcional de troca-correlacdo de Becke, utilizando-se trés
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parametros empiricos para compor o funcional (B3), no qual esta incluso o funcional de
correlacdo desenvolvido por Lee, Yang e Parr (LEE et al., 1988; PARR et al., 1989; BECKE
et al., 1993; MARQUES; BOTTI, 2006). E através das funcdes de base, que sdo construidos
os orbitais moleculares e é feita a predicdo da energia de ligagdo na molécula, assim, a
escolha correta do conjunto de fungdes de base é essencial para um bom resultado. Para
simplificar a matematica usada no algoritmo do programa, sdo utilizadas funcGes Gaussianas.
A notacdo da base 6-31G significa que cada orbital interno é uma combinacdo de seis
Gaussianas primitivas, com expansdo ou contracdo dos orbitais atdbmicos, sem polarizacao
(correcdo da distor¢do na forma dos orbitais atbmicos que ocorre com a formacao de espécies
poliatbmicas/perda de simetria) e os orbitais atdbmicos de valéncia sdo representados por uma
combinacéo de 3 + 1 Gaussianas. As funcgdes de polarizacdo sdo fundamentais para a corre¢do
dos angulos de ligacdo. As fungdes de polarizacdo sdo descritas por uma letra entre parénteses
ou por asteriscos. Por exemplo: 6-31G(d,p) ou 6-31G**, indica 0 uso da base 6-31G, com a
inclusdo de fungdes do tipo p no hidrogénio e funcbes do tipo d nos demais atomos
(GUIMARAES, 2011; ZHAO; TRUHLAR, 2008).



46

4 MATERIAL E METODOS

A coleta da planta Croton zehntneri, bem como a extracao e isolamento do acido
acetil aleuritélico (AAA) foram realizados pelos colaboradores do Laboratorio de Quimica
Orgénica da Universidade Estadual Vale do Acarat (UVA) em Sobral-CE, Brasil.

4.1 Material vegetal

Amostras do caule da espécie Croton zehntneri Pax et Hoffm.(Figura 8) foram
coletadas em abril de 2008, em Tiangué na Serra da Ibiapaba, Ceard, Brasil. A identificacdo
botanica foi realizada pelo Dr. Edson Paula Nunes do Herbario Prisco Bezerra, do
Departamento de Biologia na Universidade Federal do Ceard (UFC), em Fortaleza, Ceara,

Brasil, sendo a exsicata depositada neste herbario sob registro de n°® 42.389.

ehntneri Pax et Hoffm.

4.2 Extracdo e isolamento

Amostras do caule de C. zehntneri (1,5 kg) foram pulverizadas e imersas em
10 L de etanol a temperatura ambiente, durante 4 semanas, sendo realizadas 3 trocas. Ap0s
esse periodo, o solvente foi removido sob pressdo reduzida em evaporador rotativo para
obtencdo do extrato etandlico de C. zehntneri (CZ-EtOH). Obteve-se um rendimento de
13,87%. Para o isolamento do composto acido acetil aleuritdlico (AAA) foram utilizadas

técnicas cromatogréaficas. O extrato de CZ-EtOH (208 g) foi fracionado em uma coluna de
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silica gel e eluido com hexano (fragBes 1-10), cloroférmio - CHCI; (fracBes 11-18), acetato
de etila - AcOEt (fracbes 19-27) e etanol- EtOH (fracbes 28-40), obtendo-se um total de 40
fracbes com 100 mL cada. A fracdo de CHCI3 (4,8 g) foi refracionada em uma coluna de
silica gel utilizando como eluente 0 hexano (F'1-60) e uma mistura binaria dos solventes
hexano/AcOEt com gradiente de polaridade nas seguintes proporcdes 9:1 (F 61-95); 8:2 (F
96-102); 7:3 (F 103-105); 6:4 (F 106-120); 1:1 (F 121-125); 4:6 (F 126-130); 3:7 (F 131-
135); 2:8 (F 136-140); 1:9 (F 141-145), além dos eluentes AcOEt (F 146-150) e EtOH (F
151), fornecendo um total de 151 fragOes de 50 mL cada. As fracdes obtidas foram reunidas
de acordo com o perfil cromatogréafico semelhante, avaliado por cromatografia de camada
delgada (CCD). A partir das fracdes (F 82-83) eluidas com hexano /AcOEt (9:1), obteve-se o
composto utilizado neste estudo: o &cido acetil aleuritolico (30 mg). O AAA foi identificado
por meio da analise dos dados obtidos de espectros de Ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono-13 (RMN 'H e **C), espectro de massa (EM) e comparacdo com o0s
dados da literatura.

4.3 Espectroscopia

A caracterizagdo do acido acetil aleuritdlico (AAA), utilizando técnicas
espectroscopicas de Infravermelho e Raman, foi realizada no Laboratério de Espalhamento
Raman do Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara (UFC), Fortaleza-CE,

Brasil.
4.3.1 Medidas FT-Raman e FT-Infravermelho

O espectro de espalhamento Raman com transformada de Fourier (FT-Raman:
Fourier transform Raman) do acido acetil aleuritdlico (AAA) foi obtido em um espectrometro
Bruker, modelo Vertex 70, médulo Ram Il (Figura 9), com detector D418-T, tendo como
fonte o laser Nd: YAG que excita a amostra na linha 1.064 nm, com 150 mW de poténcia de
saida. A resolugdo espectral foi ajustada em 4 cm™, e a relacdo sinal/ruido foi otimizada
fazendo-se 60 varreduras na faixa de nimero de onda de 40 cm™ a 4.000 cm™.

As medidas da amostra AAA por espectroscopia de Infravermelho foram do tipo

reflex&o total atenuada com transformada de Fourier (ATR - FTIR: attenuated total reflection
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Fourier transform infrared). O espectro ATR - FTIR foi obtido em um espectrometro Bruker,
modelo Vertex 70 (Figura 9), utilizando resolucdo espectral de 4 cm™ e realizando 128
varreduras na regido de nGmero de onda de 600 cm™a 4.000 cm™ O acessério para medidas
utilizando a técnica ATR esta representado na Figura 10.

Figura 9- Espectrometro utilizado para realizar medidas de FT-IR (A) e FT-Raman (B)

T |

Fonte: MELO, I.R. S.

Figura 10 - Porta-amostra para realizar medidas utilizando a técnica de reflexdo total
atenuada (ATR) na regido do Infravermelho

Fonte: MELO, I.R. S
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4.3.2 Métodos computacionais

Os calculos computacionais de primeiros principios ou ab initio para obtencao das
frequéncias de vibracdo da molécula do acido acetil aleuritolico (AAA) foram realizados pelo
método da Teoria do funcional da densidade (DFT) no programa Gaussian 03 (FRISCH et al.,
2003). A estrutura do AAA 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. A geometria da molécula foi otimizada para um minimo de energia e as frequéncias
foram calculadas pelo método DFT (PARR et al., 1989), utilizando o funcional de troca de 3
parametros de Becke (B3) em conjunto com o funcional de correlacdo Lee-Yang-Parr (LYP)
e empregando a base 6-31 G (d, p) (BECKE et al., 1993; LEE et al., 1988). Apos a realizacédo
dos calculos computacionais no Gaussian, € gerado um arquivo de saida que contém a
estrutura otimizada e as frequéncias vibracionais da molécula AAA.

Utilizando-se o programa Chemcraft 1.6 foi possivel a anélise dos pardmetros
geométricos que sdo: os comprimentos, angulos e diedros das ligacdes entre os atomos e
também analisar as atribui¢cGes dos tipos de modos vibracionais presentes na molécula do
AAA.

Os numeros de onda obtidos teoricamente (calculados pelo método DFT) foram
ajustados as bandas experimentais de FT-Raman por um fator de escala (A) apropriado, obtido
por meio do procedimento de ajuste dos minimos quadrados, que consiste em minimizar 0s
residuos (A) de acordo com a Equacdo 4 (SCOTT; RADOM, 1996):

2

N -
S o) o

Onde i sdo os i-ésimos nimeros de onda (em cm™), sendo w!*%"® o numero de onda
calculado e wfxp 0 experimental e o N corresponde ao nimero de modos vibracionais que

possui correspondéncia entre os numeros de onda calculados e 0s experimentais.
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O fator de escala foi calculado segundo a Equagéo 5:

N tedrico exp
Yo o
_

Sl

2 )

Apds o ajuste entre 0s numeros de onda calculados e os experimentais, realiza-se

o calculo dos residuos minimizados (A,,,;5,) para cada modo de acordo com a Equagao 6:

A =™ - af (6)

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

(7)

O célculo do erro é feito pelo reajuste da combinacdo dos numeros de onda
calculados e experimentais, repetidamente, até que o erro seja minimo.

Apbs a obtencdo do fator de escala correspondente ao menor erro, é feita a
classificacdo das vibragGes moleculares e da intensidade quanto a for¢a das bandas Raman e
Infravermelho. As vibragbes foram classificadas nas seguintes categorias: em estiramento (v),
estiramento simétrico (vs), estiramento assimétrico (v,s), deformacéo angular (8), deformacGes
do tipo: sacudida (wag - wagging), tesoura (sc - scissoring), balanco (r - rocking), torcédo
(t—twisting), deformacdo em um dos aneis (8(R1), 8(R2), 5(R3), d(R4) ou 3(R5)) e
deformacdes de todos os aneis d(Rs). A classificacdo quanto a intensidade das bandas em:
muito forte (vs), forte (s), média (m), fraca (w) e muito fraca (vw) foi feita por meio de um
teste 16gico no programa Excel. Apos a normalizacdo da amplitude, construiu-se um grafico
no Excel com esses valores para analisar o perfil do espectro, e em seguida, 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.
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Tabela 3— Parametros da amplitude normalizada utilizados para classificacdo da intensidade
das bandas de FT-IR (wgt.1r) € FT-Raman (wpt-raman) Obtidas experimentalmente

Intensidade Amplitude normalizada (x)
Muito forte (vs) 50<x<100
Forte (s) 30<x<50
Média (m) 20<x<30
Fraca (w) 15<x<20
Muito fraca (vw) x<15

4.4 Atividade antimicrobiana

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

4.4.1 Preparagdo da amostra

O composto acido acetil aleuritolico (0,01 g) foi dissolvido em 1 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO), obtendo-se uma concentragdo inicial de 10 mg-mL™. Em seguida,
diluiu-se essa solucdo inicial até um volume de 5 mL para ser utilizada nos testes
microbiologicos. A solugédo foi preparada da seguinte maneira: foi retirada uma aliquota da
solucdo inicial e dissolveu-se em DMSO até uma concentragdo final de 1.024 pg-mL™.
Testou-se a solubilizacdo em agua destilada estéril, mas o composto ndo foi soltvel. Ent&o,

utilizou-se como solvente o DMSO.

4.4.2 Cepas bacterianas e fungicas

As cepas microbianas utilizadas nos testes sdo provenientes da “American Type
Culture Collection” (ATCC) obtidas por meio do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude. Para a determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) foram utilizadas as cepas bacterianas Gram positiva:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Gram negativas: Escherichia coli ATCC 10536,
Klebsiella pneumoniae ATCC 4362 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442; as cepas
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fungicas: Candida albicans 40006, C. krusei 6258 e C. tropicalis 13803. Para avaliar o efeito
do acido acetil aleuritélico como modificador da atividade dos antibioticos foram utilizadas as
cepas bacterianas multirresistentes: P. aeruginosa 03, S. aureus 358 e E. coli 27; ja para
avaliar a atividade moduladora de antifungicos foram utilizadas as mesmas cepas fungicas do
ensaio de CIM. O perfil das linhagens multirresistentes de bactérias esta descrito no Quadro 1.

Quadro 1- Perfil de Resisténcia das bactérias aos antibidticos
Bactéria Fonte Perfil de Resisténcia

Ast, Ax, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf, Caz,
Cip, Chlo, Im, Kan, Szt, Tet, Tob

Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para, But,
Sis, Net

Escherichia coli 27 Ferida Cirargica

Staphylococcus
aureus 358
Pseudomonas
aeruginosa 03
Fonte: MORAIS-BRAGA et al. (2013)
Ast: aztreonam; Ax: amoxacilina; Amp: ampicilina; Ami: amicacina; Amox: amoxicilina; Ca: cefadroxil; Cfc:
cefaclor; Cf: cefalotina; Caz: ceftazidima; Cip: ciprofloxacina; Chlo: chloranphenicol; Im: imipenem; Kan:
canamicina; Szt: sulfametrim; Tet: tetraciclina; Tob: tobramicina; Oxa: oxacilina; Gen: gentamicina; Neo:
neomicina; Para: paramomicina; But: butirosina; Sis: sisomicina; Net: netilmicina; Com: Cefepime; Ctz:
ceftazidima; Ptz: piperacilina-tazobactam; Lev: levofloxacina; Mer: meropenen.

Ferida Cirargica

Cultura de urina Cpm, Ctz, Im, Cip, Ptz, Lev, Mer, Ami

4.4.3 Obtencéo do intculo

As cepas microbianas foram mantidas em placas de Petri, contendo o meio Agar
Infusdo de coragéo (Heart Infusion Agar- HIA; Difco Laboratories Ltd.) a 4 °C, a fim de se
conservarem todas as suas caracteristicas bioquimicas e o perfil de sensibilidade a
antimicrobianos. Antes da realizacdo dos ensaios de CIM e modulacgéo, as cepas bacterianas e
fangicas foram retiradas com uma alca de drigalski da cultura estoque e cultivadas em 5 mL
de Caldo de Infusdo de cérebro e coracdo (Brain heart infusion broth- BHI; HIMEDIA —
india), sendo incubadas em estufa bacterioldgica a 35 + 2 °C por 24 h. Para preparacdo do
indculo dos testes foram utilizadas as suspens@es bacterianas ou flngicas em meio BHI
descritas anteriormente, retirou-se 100 pL dessa suspensdo e inoculou em 900 pL de caldo
BHI 10% (proporgdo 1:10) para se obter uma concentragdo final de 10° UFC-mL™ (unidades
formadoras de colonia/mL) (NCCLS, 2000).
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4.4.4 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)

Para a determinagdo da CIM do acido acetil aleuritdlico foi realizado um ensaio
de microdiluicdo (JAVADPOUR et al., 1996) em microplacas contendo 96 pocos de fundo
redondo de acordo com a Norma M7-A6 (CLSI, 2003). O ensaio procedeu-se da seguinte
maneira: em cada poc¢o foi adicionado 100 pL da solucdo contendo o indculo de bactéria ou
fungo de cada cepa (10° UFC-mL™) e o meio BHI 10%. As cepas bacterianas ou flngicas
foram distribuidas no sentido numérico das placas, sendo cada coluna numeérica representada
por uma cepa diferente (Figura 11). Em seguida, 100 pL do composto &cido acetil aleuritolico
foi colocado no primeiro poco e realizaram-se diluicBes seriadas (1:1) até o penultimo poco
da microplaca, obtendo-se as concentracdes de 512, 256, 128, 64, 32, 16 ¢ 8 pg-mL™ do
composto. O ultimo poco da microplaca é constituido apenas pelo in6culo e 0 meio BHI 10%,
representando o controle para verificacdo da viabilidade das cepas. Foi realizada também uma
microdiluicdo, utilizando-se 0 DMSO em vez do composto para a verificagéo da influéncia do
solvente na atividade antimicrobiana. Apds o procedimento experimental, as placas foram
incubadas a 35 £ 2 °C por 24 h.

Figura 11- Microplaca utilizada para determinacdo da concentracdo inibitéria minima. AAA:
amostra acido acetil aleuritélico e DMSO: o solvente dimetilsulfoxido nas concentracdes 512,
256, 128, 64, 32, 16 ¢ 8 ug/mL. Os fungos utilizados foram Candida albicans (Ca), C. krusei
(Ck), C. tropicalis (Ct) e as bactérias : Escherichia coli (Ec), Klebsiella pneumoniae (Kp),
Pseudomonas aeruginosa (Pa) e Staphylococcus aureus (Sa)
Ca Ck Ct Ca Ck Ct — [ Fungos ou
Ec Kp Pa Sa Ec Kp Pa Sa —>| Bactérias

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AOOOOOOOOOOOO \—szum
BOOOOOOOOOOOO |[—zsugm
cCOO00O0O0O0OO0O0OO | zeum
POOOCOO0O0OOOOOO  |[—sum
EQOOO0O0O0O00OO000OO0
FOOOOOOO0OOOOOO
SO0O00O0O0O0OO0OOO |

OO0

—> 32ug/mL

—> 16 pg/mL

HOOOOOOOOO —> CONTROLE

Fonte: autora, baseado em JAVADPOUR et al. (1996).
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4.4.5 Modulacéo da atividade de aminoglicosideos e antifingicos

Para avaliar o efeito do composto acido acetil aleuritélico como modificador da
atividade dos antibidticos/antifingicos foram utilizados os aminoglicosideos: amicacina,
gentamicina e neomicina (Sigma-USA), com concentracdo de 5.000 pg-mL™* e os
antifungicos: anfotericina B, benzoilmetronidazol, mebendazol e nistatina (Sigma-USA), com
concentracdo de 1.024 pg-mL™. A modulagéo foi determinada por um ensaio de microdiluicio
em microplacas com 96 pocos (COUTINHO et al., 2008), seguindo o sentido alfabético em
que cada coluna (letra) representa um antibiotico ou antifingico diferente (Figura 12). Apoés a
obtencdo da CIM no teste antimicrobiano, esse valor foi reduzido 8 vezes (“™/g), resultando
na concentracdo subinibitéria do composto e do DMSO para ser utilizado no ensaio de
modulacdo. Em cada pogo foi adicionado 100 puL de uma solugdo contendo: 150 pL do
indculo (10° UFC-mL™) de fungo ou bactéria de cada cepa, 0 composto ou DMSO (controle)
na concentracdo subinibitoria de 16 pg-mL™ (***/s) e 0 meio BHI 10% q.s.p 1.500 pL. Em
seguida, 100 pL do antibidtico ou antifingico foi colocado no primeiro pogo e realizou-se
diluicbes seriadas (1:1) até o penultimo poco da microplaca. As concentragfes dos
antibioticos foram 2.500; 1.250; 625; 312,50; 156,25; 78,12; 39,06; 19,53; 9,76; 4,88;
2,44 ng-mL™. J4 as concentracdes dos antifiingicos foram 512; 256; 128; 64; 32; 16; 8,0; 4,0;
2,0; 1,0; 0,5 pg-mL™. O altimo poco da microplaca ndo contém o antibiético ou antiftingico, 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 antifungico. Portanto, ha 2 controles: o
do solvente em que foi substituido o composto pelo DMSO e o do antibidtico ou antifingico
em que ndo foi colocado nem o composto nem o DMSO. Apo6s a realizacdo dos

procedimentos, as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35 + 2 °C por 24 h.
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Figura 12 - Microplaca utilizada para ensaio de modulacdo dos antibidticos (amicacina-A,
gentamicina-G e neomicina-N) e dos antifungicos (anfotericina B-A, benzoilmetronidazol-B,
mebendazol-M e nistatina-N). AAA representa a amostra &cido acetil aleuritélico e DMSO o
solvente dimetilsulféxido. Os fungos utilizados foram Candida albicans (Ca), C. krusei (Ck),
C. tropicalis (Ct) e as bactérias: Escherichia coli 27 (Ec), Pseudomonas aeruginosa 03 (Pa) e
Staphylococcus aureus 358 (Sa)

= AAA

= DMSO

= CONTROLE:
Antibidticoou
Antifangico

A G N —> | Antibidticos ou

A B M N ——> | Antifungicos™*
I OTMmooOw >
O000O00O0O O~ |— 2s00ugmL  512pg/mL*
O000000O O~ | v2s0ugmL 256 ugimL*
O0O00O00O0O0O00Ow |— 625ugmL 128 pg/mL*
O00O0OO0OOO0Os | s125ugmL  64pgimL*
O O O O O O O OU" —> 156,25ug/mL 32 pg/mL*
OO0OO0O0O0O0O0O= [— mizugm 16ugmL*
OO0O0O0OOO0O0OO~|— 3908ugmL  8ugmL*
OO0000000® [— 1953ugmL  4pgmL~
O O O O O O O C)“D —> 9,76 pug/mL  2pg/mL*
O0O0O0OOO0O0O0E [— sssugm  1pgmL*
OQO0O0O0O0O0O0E|— 244pgmL  05pgmL*
OO0O0OO0OOO OO )— CcONTROLE (semantibistico)

NS

Bactérias ou
Fungos

Fonte: autora, baseado em COUTINHO et al. (2008).
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4.4.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Nos ensaios de CIM e modulacdo a verificacdo do crescimento microbiano foi
realizada de maneira semelhante. Para determinar se houve crescimento bacteriano foi
realizado um ensaio colorimétrico, utilizando-se o corante resazurina 0,01% (p/v). Ap6s o
periodo de 24 h de incubacdo, foi adicionado 20 pL do corante em cada pogo da microplaca, e
depois de 1 h em temperatura ambiente foi feita a leitura. A mudanca da coloragédo de azul pra
rosa indica que houve crescimento bacteriano e ocorre devido a reducdo da resazurina, ja a
coloragéo azul inalterada indica auséncia de crescimento (PALOMINO et al., 2002). A CIM
sera determinada pela menor concentracdo do composto capaz de inibir o crescimento
bacteriano. Para determinar se houve crescimento fungico foi realizado um ensaio de turbidez.
A CIM é a menor concentracdo do composto em que houve 100 % da inibicdo do crescimento

do fungo, visualizado através da auséncia de turbidez do meio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Determinacdo estrutural do acido acetil aleuritdlico

O composto identificado como &cido acetil aleuritélico apresentou-se como
cristais em forma de agulhas, com ponto de fusdo na faixa de 284,3-286,1 °C. O espectro de
RMN *H (500 MHz, CDCls) do AAA (Apéndice A) revelou seis sinais simples na faixa de
0 0,85 a 0,98 que foram relacionados a sete grupamentos metilas ligados a carbonos saturados
0 0,86 (H-23); 0,89 (H-24); 0,96 (H-25); 0,96 (H-26); 0,93 (H-27); 0,95 (H-29); 0,92 (H-30),
além do sinal em ¢ 2.0 (s, H-32) relativo a uma metila de um grupamento acetila. Além disso,
foram ainda visualizados sinais caracteristicos de hidrogénio ligado a carbonos olefinico em
05,53 (dd, J = 3,2; 7,8 Hz, H-15), e um hidrogénio ligado a carbono oxigenado em ¢ 4,47 (dd,
J=5,7;10,6 Hz, H-3).

O espectro de RMN **C (125 MHz, CDCl;) do AAA apresentou trinta e duas
linhas espectrais (Apéndice B). Dentre os sinais observados foram identificados dois carbonos
insaturados, um nd&o-hidrogenado e outro mono-hidrogenado em ¢ 160,79 e 117,09,
respectivamente, além de um carbono oximetinico em ¢ 81,13 e sinais referentes a duas
carbonilas, uma de &cido carboxilico em ¢ 184,46 e outra de éster em ¢ 171,24. A analise
comparativa dos espectros de RMN **C e RMN *C- DEPT 135 (Melhoramento sem
Distorcdo por Transferéncia de Polarizacdo, Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer) permitiu identificar a presenca de oito carbonos metilicos, dez carbonos
metilénicos, cinco carbonos metinicos e nove carbonos ndo-hidrogenados (Apéndice C e D).

A partir dos dados obtidos, foi proposta a formula molecular Cs;Hs004, cOM
indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a oito, em acordo com o sinal do ion
molecular observado no espectro de massa em m/z 498 (Apéndice E). Apos analise dos dados
de RMN *C, pode-se justificar as trés insaturacbes presentes na molécula, sendo duas
associadas a carbonila (acido e éster) e uma dupla ligacdo. Uma comparagdo com os dados da
literatura para classes de triterpenos pode-se sugerir para 0 AAA uma estrutura de
triterpenopentaciclico do tipo oleanano.

Analisando a correlacio heteronuclear *H, **C a uma ligacdo, com detec¢do no

canal de hidrogénio HSQC (Correlacdo Heteronuclear de Quantum-Simples, Heteronuclear



58

Single-Quantum Correlation), pode-se associar todos os sinais dos hidrogénios a seus
respectivos carbonos, de modo inequivoco (Apéndice F).

Por meio do espectro de HMBC (Correlacdo Heteronuclear de Multiplas
LigacOes, Heteronuclear Multiple-Bond Correlation) (Apéndice G) foram observados os
acoplamentos a longa distancia entre hidrogénios e carbonos (acoplamentos “Jcy € 2Jch).
Desta forma, a exata posicdo do grupamento éster metilico foi determinada, através da
concomitante correlacdo dos sinais do hidrogénio ligado a carbono oxigenado em ¢ 4,47
(1H-3), e da metila do grupo acetil em 6 2,04 (3H-32) com o sinal do carbono carbonilico em
o 171,20. Outras importantes correlagdes foram observadas entre o hidrogénio metinico em
0 0,86 (1H-5), dos grupos metilas em ¢ 0,86 (3H-23) e 0,89 (3H-24), e dos hidrogénios
metilénicos em 61,60 (2H-1) e 6 1,63 (2H-2) com o carbono oxigenado em 681,13 (C-3), 0
que confirmou a posi¢do do grupo éster ligado a C-3 do esqueleto oleanano no fragmento 1
(Figura 13).

Figura 13 — Fragmento 1 da molécula &cido acetil aleuritélico

As correlagdes dos hidrogénios em 6 1,44 (2H-22), 2,26 (1H-18) e 2,38 (2H-16)
com a carbonila em 6 184,46 (C-28) possibilitaram identificar a localizacdo da carbonila do
acido carboxilico ligado ao carbono C-17 no fragmento 2 (Figura 14). A posicdo da dupla
ligacdo trissubstituida foi determinada através da correlacdo do hidrogénio em 65,53 (H-15)
com os carbonos em ¢ 41,65(C-18), 31,56(C-16) e dos hidrogénios ¢ 2,26 (H-18), 1,63 (H-
12), 1,63 (H-11) e 1,41 (H-9) com o carbono 6 160,79 (C-14) no fragmento 3 (Figura 15).
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Figura 14 - Fragmento 2 da molécula acido acetil aleuritolico

H

COOH

Analisando todos os dados espectroscopicos obtidos (Apéndice H) e por
comparacdo com dados descritos na literatura para triterpenosoleananos foi possivel
identificar o composto, como sendo o 4&cido 3-acetil-olean-14-en-28-oico, também

denominado de acido acetil aleuritélico.

5.2 Andlise estrutural

5.2.1 Estrutura quimica do &cido acetil aleuritolico (AAA)

O écido acetil aleuritélico possui formula molecular C3;Hs0O4, sendo constituido
por 86 atomos distribuidos em 5 aneis (R1, R2, R3, R4 e R5). A estrutura molecular
otimizada do AAA com os atomos identificados e numerados de acordo com o elemento
quimico (carbono, oxigénio e hidrogénio) esta representada na Figura 16. Nesta figura os
tracos representados pela cor laranja e vermelha séo ligacGes duplas, enquanto os com cores

amarela sdo ligacdes simples.
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Figura 16 - Estrutura quimica otimizada do acido acetil aleuritélico com a identificacdo dos atomos de acordo com o elemento quimico (carbono,
oxigénio e hidrogénio)
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5.2.2 Parametros geométricos do acido acetil aleuritolico

Os resultados dos parametros geométricos relacionados ao comprimento das
ligacbes, angulos das ligagcdes e diedros das ligacOes entre os atomos do acido acetil
aleuritolico podem ser observados nos Apéndice |, Apéndice J e Apéndice L,

respectivamente.
5.3 Espectroscopia vibracional
5.3.1 Dados experimentais de FT-Raman e FTIR-ATR do AAA

Os espectros FT-Raman e FTIR-ATR da amostra policristalina do AAA foram
medidos & temperatura ambiente na regido espectral de 40 cm™ a 4.000 cm™, e de 600 cm™ a
4.000 cm™, respectivamente.

No espectro Raman (Figura 17) foram observadas bandas muito fortes com
nimero de onda de 2.936 cm™ que corresponde a um estiramento assimétrico (vas) dos grupos
C(29)H, e C(30)H, e nimero de onda de 2.898 cm™ que resulta de um estiramento
simétrico (vs) de C(15)Hs, C(29)H; e C(30)Hz; ja o numero de onda de 1.456 cm™,
classificado como forte é caracteristico de uma deformacdo angular do AAA do tipo
tesoura (sc) nos grupos C(1)Hs, C(15)H3 e C(32)H..

A banda mais intensa observada no espectro de Infravermelho (Figura 18) foi a de
2.936 cm™ que corresponde a um estiramento assimétrico (vas) do C(29)H, e C(30)H,. Outras
bandas muito fortes foram as com nimeros de onda de 1.730 e 1.686 cm™, que sdo
caracteristicas do estiramento do grupo C=O, a primeira banda corresponde a carbonila
presente no grupo funcional éster e a segunda ao &cido carboxilico. Outro nimero de onda
destacado no gréfico foi o de 1.241 cm™, resultante da deformagéo angular do tipo torséo (t)
nos grupos C(29)H,, C(30)H,, C(31)H, e C(32)H,. Comparando-se o0 espectro Raman com 0
infravermelho, pode-se observar que a vibracdo dos grupos C(29)H, e C(30)H, ocorreram em
ambos 0s espectros com ndmero de onda idéntico de 2.936 cm™ e caracteriza um estiramento

assimétrico.
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Figura 17 - Espectro FT-Raman da molécula &cido acetil aleuritélico a temperatura ambiente

na regido espectral de 3.500 cm™ a 250 cm™
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Figura 18 - Espectro FTIR-ATR da molécula acido acetil aleuritélico a temperatura ambiente
na regi&o espectral de 3.500 cm™ a 500 cm™

/L
4

S ﬂ
=

O

O

C

1)

& .

& =0(v) | |[«— C=0{v) | CH,

© Bster : Torséo (1)
- Acido carboxilico

<«— CH,
Estiramento(v,)
[ A | : ] . ] ; ] P ]

3500 3000 1750 1500 1250 1000 750 500
Nimero de onda (cm_l)



63

O estiramento O-H de acido carboxilico apresenta-se como uma banda larga no
espectro infravermelho, entre 3.500 cm™ e 2.400 cm™, mas ndo no espectro Raman. No caso
do AAA, no espectro de FTIR-ATR podemos observa-la pela variagdo na curvatura do
espectro antes e depois de 3.000 cm™, sobreposta pelas bandas de estiramento C-H, de maior
intensidade (Figura 18) (LAMPMAN et al., 2010).

5.3.2 Comparagdo entre dados experimentais e calculados e classificagdo dos modos

vibracionais

A molécula C3,Hs004 possui 86 atomos, portanto existem 258 graus de liberdade
(3N), excluindo-se os trés modos rotacionais e os trés movimentos translacionais (3N — 6) séo

esperados 252 modos vibracionais para 0 AAA.
O fator de escala (A) obtido foi de 0,9517 com o erro quadratico total (rmsi)

correspondente igual a 14,9 cm™. Quanto mais préximo de 1 for o valor do fator de escala,
significa que mais préximo foram as frequéncias tedricas das experimentais. Os valores
obtidos para 0 AAA foram menores que os valores obtidos por outros autores, quando se
utiliza o0 método DFT, o funcional B3LYP e a base 6-31 G. Wong (1996) em seu trabalho

obteve A =0,9613 e rms = 34 cm™; Scott e Radom (1996) obtiveram A =0,9614 e rms = 34

cm™; Bytheway e Wong (1998) observaram um A = 0,9929 e rms = 32 cm™. Portanto, o valor
do fator escala para a molécula AAA foi menor que os valores apresentados para esses
trabalhos e o erro calculado para verificar a concordéancia entre as frequéncias experimentais e
calculadas pelo método DFT foi em torno de 46,56% menor do que os observados por Wong
(1996) e Scott e Radom (1996).

Os nameros de onda calculados sdo comparados com as posi¢des da banda Raman
e Infravermelho, sendo realizadas as atribuicGes para cada modo de vibragdo correspondente.
Uma boa concordancia foi observada quando os nimeros de onda calculados sdo ajustados
pelo fator de escala 0,9517. Na Tabela 4 ha uma descricdo detalhada dos numeros de onda
atribuidos a cada modo vibracional do AAA a temperatura ambiente. Na 12 coluna estdo os
valores dos nimeros de onda calculados pelo método DFT (wcaic), Na 22 coluna os nimeros de
onda escalonados (wesc) € Na 3% e 4 @ coluna os valores experimentais para AAA, em numero
de onda (cm™), obtidos por espectroscopia Raman (wgt-raman) € por Infravermelho (werir),

respectivamente, ja na 52 coluna esta representada a classificagdo dos modos vibracionais.
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Tabela 4- Ndmero de onda calculado (wcac), nimero de onda escalonado (wesc) pelo fator de
escala 0,9517, numeros de onda experimentais observados no Raman (®er-raman) €
Infravermelho (wrr-ir) & temperatura ambiente (em unidades de cm™ ) e classificacéo para os
modos vibracionais do composto &cido acetil aleuritélico (C3,Hs004)

®calc | Mesc ‘ OFT-Raman | OFT-IR | Classificagdo dos modos vibracionais

10 10 T (R)

25 24 T (R1) + 1 (R2)

42 40 T (C26H,)

49 47 T (C26H,)

52 49 7 (R5) + t (C2403C2526)

58 55 T (C26H,)

60 57 67s 7 (R5) + 1 (C26H3) + 1t (O1C1402H)

73 69 72s 7 (R1) + 7t (R2) + t (C26H3) + v (O1C1402H)
82 78 T (C26H3)

95 90 93 m T (Rs) + 1 (C26H,)

109 104 107 m T (R5) + 1 (C26H3)

135 128 7 (R4) + t (R5)

142 135 7 (R3) + t (R4) + t (R5)

149 142 142m T (R1) + t (R2) + t (C1H,)

165 157 1 (R1) + 1t (R2) + ¢ (R3) + t (C18C9C11)

175 167 165m 1 (R1) + 1t (R2) +t (R3) + t (C18C9C11)

195 186 180m T (Rs) + © (C1H; + C20H; + C23H,)

210 200 T (Rs) + 7 (C1H; + C17H3)

215 205 7 (R1) + 1 (C11H; + C20H; + C23H3)

224 213 T (Rs) + 1t (C11H; + C15H3)

227 216 T (R1) + 1 (C8H3 + C11Hs,)

230 219 T (R4) + 1 (R5) + 1 (C17H; + C20H; + C23H3) + t (C27H, + C28H,)
237 226 T (R5) + 1 (C17H5)

239 227 1T (Rs) + t (C20H; + C23H53)

255 243 T (Rs) + t (C8H;3 + C11H3)

259 246 T (Rs) + t (C8H3 + C20H3)

264 251 T (R2) + 1 (R3) + 1 (R4) + 1 (R5) + t (C1H; + C20H3) + & (C4H)
269 256 7 (R5) + 1 (C20H; + C23H5)

275 262 7 (Rs) + 1 (C15H; + C20H; + C23H5)

278 265 7 (Rs) + 1 (C1H;3 + C8Hj + C11H; + C15Hs3)

281 267 279m 8 (R1) + 1 (C23H3) + 1 (C13Hy)

296 282 8 (R1) + 8 (R2) + t (C8H; + C15H; + C23H3) + t (C13H,)
297 283 288m 7 (Rs) + 1 (C1H;3 + C15H; + C23H3) + 1 (C13H,)
307 292 7 (R5) + 1 (C15H; + C23H; + C26H3)

311 296 T (Rs) + 7 (C8H; + C11H; + C15H; + C17H,)
317 302 310m 8 (R1) + 8 (R2) + 1 (C8H3 + C11Hs) + 1t (C12H,)
336 320 318m 3 (Rs) + 8 (C1C2C3) + 5 (C28H, + C29H,)

347 330 332w 8 (Rs) + T (C15H; + C17H3) + & (C29H,)

8 (Ry) + © (C1H; + C8Hs + C11H; + C17H5) + & (C10H, + C12H, +

352 335 337w C29H, + C30H,)

357 340 347w § (R3) + 5 (R4) + & (R5) + 1 (C15H; + C17H, + C23H,)

365 347 § (R3) + 5 (R4) + 1 (C17H; + C20Hs) + & (C30H,)

370 352 353w 8 (R1) + 5 (R2) + 5 (R3) + & (C5H, + 32H,)

378 360 360w 8 (RJ) + 1 (C15Hs) + & (C30H,)

384 365 373w 8 (R) + 1 (C26H3) + & (C32H,) + & (O1C1402H)

393 374 378w 8 (R)) + 1 (C20H; + C26H;) + & (C12H, + 32H,)

399 380 383w 5 (R1) +5 (R2) + 8 (R3) + & (CBCICLL) + & (C5H, +C12H,)

Continua
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Tabela 4- Ndmero de onda calculado (wcac), nimero de onda escalonado (wesc) pelo fator de
escala 0,9517, numeros de onda experimentais observados no Raman (®rr-raman) €
Infravermelho (wrr-ir) & temperatura ambiente (em unidades de cm™ ) e classificacéo para os
modos vibracionais do composto &cido acetil aleuritélico (C3,Hs004)

Ocalc | Wesc | OFT-Raman | OFT-IR

| Classificacdo dos modos vibracionais

412
424
433
443
453
469
476
492

502

509
522

531

544
554
564

573
591
602

606
639
658
663

684

699
707

727
730
742

773
781
787

810

818
830

845

858
873

898

Continuacao

392
404
412
422
431
446
453
468

478

484
497

505

518
527
537

545
562
573

577
608
626
631

651

665
673

692
695
706

736
743
749

771

778
790

804

817
831

855

392 w
407 w
414 w
423 w
434 w
437 w
449 w
462 w

473 w
487 w

505w
522 w

536m
552 w
559 w

593 vw
610 vw
626 vw
646 w

657 w

674 vw

706s

729 m
750 w
759 w

768 w
785 vw

805 vw

826 w
832 w
851 vw

609 vw
626 vw
647 vw

655 vw

692 vw

739 vw

750vw
771 vw

815 vw

832 vw

8 (R1) + t (C8H3 + C11Hg) + 5 (C10H,)

§ (R1) + 5 (R2) + & (R3) + 1 (C8H3) + & (C10H, +C12H,)

8 (R3) + 5 (R4) + & (R5) + 1 (C17H3) + & (C28H,)

§ (R4) + & (R5) + 1 (C20H; + C23H5) + § (C27H, +C29H,)

8 (R1) + t (C8H3 + C11H3) + & (C12H, +C13H,)

8 (R) + © (C8H3 + C11H; + C15H,) + & (C5H, + C12H, +C30H,)

8 (Ry) + t (C8H3 + C15Hs) + 5 (C12H, + C30H, +C31H,)

I (Rs) +71 (C1H3) +d (C12H2 + C13H2 + C30H2 +C31H2)

8 (Ry) + 1 (C17H3 + C20H; + C23H3) + & (C27H, + C28H, + C30H,
+C32H,)

§ (R4) + 5 (R5) + & (C20C21C23) + & (C27H,)

§ (R2) + & (R3) + & (R4) + © (C15H3) + & (C31H, +C32H,)

§ (R1) + 5 (R2) + & (R3) + 5 (R4) + t (C1H3 + C8Hy + C11H3) +

§ (C5H, + C10H, + C12H, + C13H, + C30H,) + & (C4H + C7H)

§ (Ry) + & (03C25C26) + 5 (C27H, +C28H,)

§ (R1) + & (R2) + 5 (R3) + 5 (R4) + 5 (OLC1402H) + & (CTH)

8 (R4) + & (R5) + & (C27H, + C29H,)

§ (R2) + 5 (R3) + & (R4) + 5 (R5) + 1 (C1H3) + & (C27H, + C30H, + C31H,
+C32H,) +

8 (R4) + 5 (R5) + T (C20H; + C23H3) + & (C27H, + C29H, + C30H,)

8 (R1) + 5 (R2) + 1 (C26H5) + & (C27H, + C29H, + C30H,) + &
(03C2504)

§ (R1) + 5 (R2) + & (R4) + 1 (C26H3) + & (03C2504)

§ (R2) + & (R3) + & (R4) + 5 (O1C1402H)

§ (R5) + v (C25C6) + 5 (03C2504) + § (C24H)

§ (R1) + 5 (R2) + & (O1C1402H)

§ (R3) + 5 (R4) + & (R5) + 1 (C15H; + C17H3 + C20H; + C23H;) +

8 (C27H;, + C28H, + C31H, + C32H,)

§ (Ry) + & (O1C1402H) + 1 (C1H3 + C15Ha) + & (C31H,) + & (C4H)

§ (R1) +5 (R2) + 5 (R3) + & (O1C1402H)

§ (R1) +5 (R2) + 5 (R3) + & (O1C1402H) + v (C8CIC11) + & (C12H,
+C13H,)

5 (R4) + 5 (R5) + vs (C17C18C28) + & (C27H, +C29H,)

§ (R1) + 5 (R2) + & (R3) + v (CBCIC11) + & (C10H, + C12H, + C13H,) +
§ (01C1402H)

8 (Ry) + vs (C20C21C23) + & (C12H, + C27H, + C30H,) + §(01C1402H)
5 (R) + & (C10H, + C12H,) + § (O1C1402H)

8 (R2) + 5 (R3) + 5 (R4) + & (R5) + 5 (C28H, + C30H, + C31H))

§ (R1) + & (R2) + & (R3) + 5 (R4) + t (C1H3) + 5 (C10H, + C12H, +
C13H,)

§ (R1) + 5 (R2) + 8 (R3) + & (R4) + 5 (C5H,) + & (C4H)

8 (Ry) + & (C27H, + C28H, + C31H, + C32H,)

8 (R2) + 5 (R3) + & (R4) + & (R5) + 1 (C15H3+ C23H3) + & (C27H, +
C28H; + C30H, + C32H,)

§ (R4) + & (R5) + 1 (C20H3+ C23Hs) + & (C27H, + C28H,)

§ (R1) + 5 (R2) + & (R3) + & (C4H)

§ (Rq) + T (C1H; + C8H3 + C11H; + C17H5) + & (C10H, + C12H, +C30H,)
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Tabela 4- Namero de onda calculado (wcac), nimero de onda escalonado (wesc) pelo fator de
escala 0,9517, numeros de onda experimentais observados no Raman (®rr-raman) €
Infravermelho (wrr-ir) & temperatura ambiente (em unidades de cm™ ) e classificacéo para os
modos vibracionais do composto &cido acetil aleuritélico (C3,Hs004)

Ocalc | Wesc | OFT-Raman | OFT-IR

| Classificacdo dos modos vibracionais

902

913
919
922

932

938
942
946
952
959

975

977

984

985

989

1005
1007

1012

1013

1025

1032

1034
1040
1047

1053
1056

1062
1065
1071

1079

858

869
875
877

887

893
897
900
906
913

928

930

937

937

941

956
958

963

964

975

982

984
990
996

1002
1005

1011
1014
1019

1027

Continuacéo

856 vw

885 vw

903 m

913w

938 w

957 vw

975 vw

984 w

1000 w

1014 w

1026 w

853 vw

888 vw

901 w

956 w

970 w

986 m

1015 m

1027 s

8 (R1) +6(R2) + 3 (R3) + 5 (R4) + 1 (C1H;3 + C8H3 + C11H; + C17H3) + 8
(C10H;, + C12H, + C31H, + C32H,)

8 (Rs) + T (C8H3) + 6 (C5H, + C10H, + C12H, + C13H,) + 6 (C4H)

8 (R4) + 8 (R5) + vs (C20C21C23) + v (C25C26)+ & (03C2504)

8 (Rg) + T (C1H3z+ C17H3+ C20H3) + 6 (C12H, +C29H,)

8 (R3) + 6 (R4) + 8 (R5) + 1 (C15H;+ C17Hz+ C20H; + C23H3) +6
(C29H,) + § (C22H)

8 (Rg) + 7 (C1H3+ C11H3+ C15H;) + & (C12H, +C32Hy)

8 (Rs) + t (C8H3+ C11H3+ C23H3) + & (C10H,)

& (R1) + 8 (R2) + 8 (R3) + & (R4) + 1 (C8Hz+ C11H;+ C23H,)

8 (R1) +8 (R2) + 8 (R3) + t (C1H3+ C8H3+ C11H;+ C20H; + C23H3)

8 (R3) + 8 (R4) + & (R5) + t (C17H;+ C20H;+ C23H,) + & (C30H,)

8 (R3) + 8 (R4) + & (R5) + t (C15H;+ C20H3z + C23H3+ C26H3) + 5
(C22Hy)

I (Rs) +71 (C8H3 + C11H3 + C15H3+ C17H3 + C20H3+ C23H3) +

8 (C10H; + C12H, + C13H, + C28H, + C31H, + C32H,)

8 (Rs) + 1 (C8H3 + C20H3+ C23H3+ C26Hs3) + & (C5H, + C28H,) +

8 (C4H + C24H)

8 (R1) + 8 (R2) + & (R5) + 1 (C8H3 + C12H;+ C23Hj3)

+ 6 (C5H;, + C12H, + C13H,) + & (C4H)

8 (Rs) + t (C1H; + C8H; + C11H3+ C15H;+ C17H3+ C26H3) + & (C10H,
+ C12H; + C13H, + C28H, +C30H,) + & (C7H)

8 (Rs) + T (C11H3+ C15H;+ C17H3;+ C26H3) + 8 (C12H, + C29H,)

8 (Rs) + T (C1Hz+ C17H3+ C26Hs) + & (C32H,)

8 (Rs) + T (C1H; + C11H3+ C20H;+ C23H3) + & (C12H, + C29H,) +

8 (C4H)

8 (Rs) + T (C1H; + C8H3+ C15H;+ C20H;+ C23Hs) + 6 (C5H, + C10H,
+ C32H,) + 5 (C4H + C24H)

8 (Rg) + t (C11H; + C15H;+ C17Hz+ C20H3 + C23H;3 + C26H3) + & (C5H,
+ C12H, + C13H,+ C27H,) + & (C19H + C24H)

8 (R1) +6 (R2) + t(C8H;3 + C11H3) + 6 (C5H, + C12H, + C13H,) +

8 (C7H)

8 (Rg) + © (C1H; + C8H; + C11H3+ C20Hz+ C23H3+ C26H;) +

8 (C5H, + C27H, + C28H, + C30H, + C31H, +C32H,) + 6 (C7TH+ C24H)
8 (R4) + 6 (R5) + 1 (C23H3 + C26H3) + & (C27H, + C28Hy,)

8 (Rs) + t (C1H3 + C20H;3 + C26H3) + & (C5H, + C29H, + C30H, + C31H,
+C32Hy)

8 (R2) + 6 (R5) + 1 (C20H3+ C23H3) + 6 (C27H, + C28H,)

8 (R2) + & (C2403C25C26)

8 (R1) + 8 (R2) + & (R3) + t (C1H;3 + C8H3 + C15H3) + 6 (C5H, + C10H, +
C12H, + C13H,) + 8 (C4H)

r (C26Hs)

8 (R2) + 8 (R3) + & (R4) +r (C15H3) + 5 (C27H, + C28H, + C30H, +
C31H, +C32H,) + 3 (C4H+C19H+ C24H)

8 (R1)+6 (R2) + 6 (R3) + 8 (R4) +r (ClHs) + & (C30H, + C31H,
+C32H,) + & (C7H +C19H)
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Tabela 4- Namero de onda calculado (wcac), nimero de onda escalonado (wesc) pelo fator de
escala 0,9517, numeros de onda experimentais observados no Raman (®rr-raman) €
Infravermelho (wrr-ir) & temperatura ambiente (em unidades de cm™ ) e classificacéo para os
modos vibracionais do composto &cido acetil aleuritélico (C3,Hs004)

Ocalc | Wesc | OFT-Raman | OFT-IR

| Classificacdo dos modos vibracionais

1087

1090

1098
1114
1120
1129

1136

1141

1153

1164

1175

1181

1185

1195
1198
1203
1212

1215
1227
1241

1245
1251
1252
1263

1277

1281

1290

1296
1304
1310

1034

1037

1045
1060
1066
1074

1081

1086

1097

1108

1118

1124

1128

1137
1140
1145
1153

1156
1168
1181

1185
1191
1192
1202

1215

1219

1228

1233
1241
1247

Continuacao

1032 w

1038 vw

1050 vw

1066 w

1082 vw

1096 w

1113 vw

1117 vw

1138 vw

1144 w

1156 w
1169 m
1179 w

1206 m

1233 m

1250 w

1047 vw

1066 vw

1095 vw

1112 vw

1143 w

1168 vw
1178 vw

1214 s

1241 vs

8 (Rs) + t (C15H; + C17H3 + C20H3) + 6 (C27H, + C28H, + C31H, +
C32H,) + & (C7H +C19H + C24H)

8 (Rs) + T (C1H; + C8H; + C15H;3+ C17Hs;+ C20H3) + 6 (C5H, + C10H,
+ C12H, + C13H, + C27H, + C28H, + C29H, + C30H, , + C31H,+C32H,)
+ 8 (C4H+CT7H)

8 (R1) + 8 (R2) + 1 (C1H;3 + C8H; + C15H3+ C17H;) + & (C5H, + C28H,)
8 (R4) + 8 (R5) + & (C27H, + C28H, + C29H,) + & (C22H)

8 (Rs) + 8 (C5H, + C10H, + C12H, +C31H,)

8 (Rs) +r (C20H3+ C23H3) + 1 (C27H, + C28H, ) + § (C22H + C24H)

8 (Rg) +r (C1H3+ C8H3 + C15H; + C17H; + C23H3) + t(C5H, + C10H,
+ C12H, + C13H, + C27H, + C29H, + C30H, + C31H,) + & (C7TH+ C19H +
C22H) + 6 (C1402H)

I (Rs) +r (C1H3 + C15H3 + C17H3) +71 (C5H2 + C29H2 + C30H2) +

8 (C22H) + & (C1402H)

8 (Ry)+ r (C1H; + C8H; + C15H; + C17H; + C23H3) + t(C5H, + C12H,
+ C13H, + C27H, + C28H, + C29H, + C30H, + C31H, + C32H, ) + §
(C4H+ C7H+ C19H + C22H) + 6 (C1402H)

8 (Ry) +r (C1H; + C15H; + C17H3) + t(C27H, + C28H, + C31H, +
C32H, ) + 6 (C7H+ C22H + C24H)

8 (Rs) +r (C1H;3) + 1 (C5H, + C12H, + C13H, + C31H, + C32H, ) +

5 (C1402H)

8 (Rs) +r (C1lH; + C11H; + C15H; + C17H; + C20H;3 + C23H3) +

1 (C5H, + C12H, + C13H, + C27H, + C31H, + C32H;)

8 (Rs) +r (C1H; + C15H; + C17H; + C20H; + C23H3) +

1 (C13H, + C27H, +C29H, + C30H, + C31H, + C32H,)

8 (Rs) + r (C11H3) + t(C5H, + C10H, + C12H, + C13H,) + & (C1402H)

r (C8H; + C15H3) + 1 (C5H, + C10H, + C12H, + C13H,) + § (C1402H)

r (C8H;) + t(C5H, + C10H, + C12H, + C13H,) + & (C4H+ C7H)

r (C8H; + C11H3) + t(C5H, + C10H, + C12H, + C13H,)

r (C1H; + C8Hs + C11H; + C15H; + C17H; + C20H; + C23H3) +

r (C27H, + C28H, +C29H, + C31H, + C32H,)

r (C17H;z + C20H3 + C23H3) +r (C27H, + C28H,)

r (C20H; + C23H3) + t(C27H, + C28H, +C29H, + C30H, + C31H, +
C32H,)

1(C27H, + C28H,)

1 (C5H, + C10H, + C12H, + C13H,)

r (C20H; + C23H3) + t(C29H, + C30H, + C31H, + C32H,)

r (C15H3) +71 (C29H2 + C30H, + C31H, + C32H2)

wag (C26H;) + t(C5H, + C29H, + C30H, + C31H, + C32H,)

+8 (03C2504)

wag (C26H;) + 1 (C5H, + C30H, + C31H, + C32H,) + & (C4H +
C7H+C24H) + 5 (03C2504)

r (C8H; + C11H;) + 1 (C5H, + C10H, + C12H, + C27H, + C28H, ) +

8 (C7H + C24H) + § (C1402H)

wag (C27H, ) + t (C28H, + C29H, + C32H, ) + & (C19H)

t (C29H, + C30H, + C31H, + C32H,)

t(C5H, + C12H, + C13H,) + & (C1402H)
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Tabela 4- Ndmero de onda calculado (wcac), nimero de onda escalonado (wesc) pelo fator de
escala 0,9517, numeros de onda experimentais observados no Raman (®rr-raman) €
Infravermelho (wrr-ir) & temperatura ambiente (em unidades de cm™ ) e classificacéo para os
modos vibracionais do composto &cido acetil aleuritélico (C3,Hs004)

Ocilc | Oesc | OFTRaman | OFrr | Classificagdo dos modos vibracionais
1326 1262 1257w wag (C10H, + C12H, ) + & (C7H + C19H)
wag (C10H, + C12H, + C13H, + C31H, + C32H, ) + § (C7H + C19H) +
1330 1266 5 (C1402H)
wag (C10H, + C13H, + C31H, + C32H, ) + & (C7H + C19H) + &
1333 1269 1270w 1270 m (C1402H)
wag (C10H, + C12H, + C13H, + C31H, + C32H,) + 6 (C7H) +
1344 1279 5 (C1402H)
1351 1286 wag (C29H, + C30H,) + 5 (C22H + C24H)
1358 1292 wag (C27H, + C28H,) + 5 (C24H)
wag (C5H; + C12H, + C13H, + C27H, + C28H, + C31H, + C32H,) +
1362 1296 1297w 1297 m 5 (CAH+ C19H + C22H)
1368 1302 \(/:vggH()ClZHZ + C13H, + C28H, + C31H, + C32H, ) +& (C4H+ C7H +
1371 1305 wag (C29H, ) + & (C4H+ C19H+ C22H)
1377 1310 wag (C5H,+C10H, + C12H, + C13H, + C27H, + C28H, + C32H, ) +
& (C4H+ C7H + C19H+ C24H)
1379 1312 1316w  1310m  wag (C27H,+C28H,+ C31H, + C32H, ) + & ( C19H + C22H+ C24H)
1383 1316 wag (C27H, + C28H, + C29H, ) + § (C19H + C24H)
1388 1321 wag (C10H, + C12H, +C13H,+ C31H, + C32H, ) + & (C7H)
1390 1323 wag (C17H3) +wag (C5H,+C10H,+ C12H,+C28H,+ C30H, + C31H, +
C32H, ) + & (C4H+ C7H + C19H+ C22H)
wag (C17H3) +wag (C5H,+C10H,+ C31H, + C32H,) +
1393 1326 1331m  1330VW & caie C7H + C19H+ C22H+ C24H)
1400 1332 wag (C5H2+C10H2 + C13H, + C30H, + C31H, + C32H, ) +
8 (C4H+ C7H + C19H+ C22H)
1404 1336 wag (C5H,+C10H, + C12H, + C13H, + C28H, + C30H, + C31H,) +
8 (C7TH + C19H+ C22H)
1406 1338 wag (C26H3) +wag (C29H,+ C31H,) + § (C22H + C24H)
1408 1340 wag (C15H; + C20H; + C23H; + C26H3) +wag (C29H,+ C30H, +
C31H,) + & (C19H + C22H)
1410 1342 wag (C15H3) +wag (C29H,+ C30H,+ C31H,) + § (C22H)
1412 1344 wag (C8Hs + C11H,)
1415 1347 1348m  1347vw  wag (C15H; + C20H; + C23H3) + & (C22H + C24H)
1416 1348 \(/\gl;;é)Cng + Clng) + wag (C5H2 + C10H,+ C12H, + C13H2) + )
1426 1357 wag (C1H; + C15H; + C23H,) +wag (C27H, + C30H,) + & (C24H)
1427 1358 wag (C1H; + C8H3+ C23H; ) + wag (C27H, + C30H,) + & (C24H)
1429 1360 1364m  1365s  wag (C1H; + C15H;) +wag (C29H,+ C30H,) + 5 (C19H+ C24H)
1435 1366 wag (C1H; + C8H; + C11H;) +wag (C10H,+ C12H,+ C13H,) +
§ (C19H+ C22H + C24H)
wag (C17H; + C20H; + C23H,) +wag (C27H,+ C28H,) + & (C19H+
1439 1369 C22H + C24H)
1443 1373 1376w 1376m  wag (C17H; + C23H;) +wag (C28H,+ C31H,) + § (C22H+ C24H)
1484 1412 1390w wag (C26Hs)
1489 1417 sc (C15H;) +sc (C5H,+C10H,+ C12H, + C13H, + C31H, + C32H,)
1490,3 1418 sc ( C26H53)

Continuacéo
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Tabela 4- Ndmero de onda calculado (wcac), nimero de onda escalonado (wesc) pelo fator de
escala 0,9517, numeros de onda experimentais observados no Raman (®gr-raman) €
Infravermelho (wrr-ir) & temperatura ambiente (em unidades de cm™ ) e classificacéo para os
modos vibracionais do composto &cido acetil aleuritélico (C3,Hs004)

Ocilc | Wesc | OFTRaman | OFrr | Classificagdo dos modos vibracionais
14905 1418 sc (C1lH;z+ C8Hz+ C11H;3 + C15H;) +sc (C5H,+C10H,+ C12H, +
' C13H;, + C30H,+ C31H, + C32H,)
1494 1422 sc (C8H3+ C11H; + C20H;+ C23H3) +
sc (C10H,+ C12H, + C13H, + C28H,+ C29H, + C31H,)
1496 1424 g}lg(l:_'l?g + C8H; + C11H;+ C15H;) +sc (C5H,+ C10H, + C12H, +
2
%6 1404 2:3(1%1?3+ C8Hs + C11H, + C15Hs) + ¢ (C5H,+ CLOH, + C30H, +
2
1499 1427 sc (C20H, + C23Hs) +sc (C29H, + C31H,)
1501 1429 sc (C17H3;+ C20H; + C23H3) +sc (C29H,+ C30H, + C31Hy)
1502 1429 g}lg(l:_'l?g + C8H; + C11H;+ C15H;) +sc (C5H,+ C10H, + C12H, +
2
1504 1431 233(0(;_'1;43 + C15H; + C20H; + C23H3) +sc (C27H,+ C28H, + C29H, +
2
1505 1432 sc (C1H;+ C15H;+C17H3 + C20H;+ C23H3) +sc (C27H,+ C28H, +
C32Hy)
1508 1435 sc (C8H3;+ C11H;+C15H; +C17H;+ C20H; + C23H3) +
sc (C5H,+ C12H,+ C13H, + C30H,)
1509 1436 sc (C8H3+ C11H; + C20H;+ C23H3) +
sc (C12H,+ C13H, + C28H,+ C29H, + C30H, + C32H,)
1513 1440 sc (C8H3+ C11H;+C15H; +C17H3+ C20H; + C23H3) +
sc (C10H,+ C12H, + C27H,+ C28H, + C30H, + C31H, + C32H,)
1515 1442 sc (C8H3+ C11H;+C15H; + C20H;+ C23H3) +
s¢ (C10H,+ C12H, + C27H,+ C28H, + C30H,)
1517 1444 1445s sc (C17Hs+ C20H3z+ C23H3) +sc (C27H,+ C28H, + C29H,)
1520 1447 sc (C8Hz + C11Hs) +sc (C10H,+ C12H,)
1522 1448 sc (C17H3s+ C20H3z + C23H3) + sc (C29H,+ C28H,)
1526 1452 sc (C17H,+ C20H; + C23H,) +sc (C27H,)
1527 1453 s¢ (C8H, + C11Hs,)
1528 1454 14565  1451m  sc(ClHs+ C15Hs) +sc (C32H,)
1532 1458 s¢ (C1Hs;+ C15H;+ C17H3+ C20H3) +sc (C29H,)
1534 1460 s¢ (C1H3;+ C15H;+ C17H3+ C20H3 ) +sc (C29H,+ C30H,)
1541 1467 1468m  sc (ClHs+ C15Hs) +sc (C32H,)
1543 1468 1477 m sc (C17Hs) + sc (C29H,)
1723 1640 1635m 1636 vw v (C3C4)
1806 1719 1730w 1686 vs v (01C14)
1822 1734 1736w 1730 vs v (04C25)
2991 2847 2714vw 2716w v (C22H)
2998 2853 2866 vs 2862 vs v (C5H,)
3009 2864 v (C19H)
3018 2872 v (CTH)
3027 2881 ve(C8Hs ) + v (C12H, + C13H,)
3030 2884 vs (C8H3 + C11H3) + vs(C12H,+ C13H,)
3035 2888 ve(C11Hs) + vs (C12H, + C13H,)
3036 2889 2898 vs vs (C15H3) + v (C29H, + C30H,)
3041 2894 ve(C8Hs + C11H,) + vq (C13Hs,)
3046 2899 ve(C23Ha) + v, (C27H,+ C28H,)

Continuacéo
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Tabela 4- Ndmero de onda calculado (wcac), nimero de onda escalonado (wesc) pelo fator de
escala 0,9517, numeros de onda experimentais observados no Raman (®rr-raman) €
Infravermelho (wrr-ir) & temperatura ambiente (em unidades de cm™ ) e classificacéo para os
modos vibracionais do composto &cido acetil aleuritélico (C3,Hs004)

Ocilc | Ocsc | OFT.Raman | @rrr | Classificagdo dos modos vibracionais
3047 2900 vs (C15H; + C23Hy)

3047 2900 vs (C15H;+ C20H; + C23H3) + v (C29H,)
3051 2904 vs (C20H3+ C23H3) + v (C29H,+ C30H,)
3052 2905 v(C20Hs + C23H5) + v, (C27H, + C12H,)
3056 2908 vs (C10H+ C32H,)

3057 2909 vs (C17H;3 + C20H; + C23Hj,)

3059 2911 vs (C10H, + C31H,)

3066 2918 vs (C26H53)

3068 2920 2924 vs 2923 vs Vas (C13H;, + C12Hy)

3074 2926 vs (C1H3 + C32H,)

3077 2928 2936 vs 2936 vs Vas (C30H;, + C29H,)

3077 2928 vs (C17H3 + C1H; + C32H,)

3080 2931 ve(C17Hs) + vq (C1H,)

3086 2937 vas (C28H5) + vae (C27H,)

3002 2943 v (C24H) + v, (C5Hy)

3092 2943 Vas (C5H,)

3095 2946 2951vs Vas (C8Hz)

3009 2949 Vas (C36H3) + va (C22H)

3103 2953 Vas (C8H3)

3105 2955 Vas (C8H + CL1Hs) + vis (CL2H,+ C31H, + C32H,)
3105 2955 Vas (C8Hs + C15Hs) + vie (CL2H,+ C31H, + C32H,)
3107 2957 Vas (C15H3) + vy (C27Hy)

3109 2959 v (C23Hy) + vie (C27Hs) + v (C4H)
3110 2960 Vas (C8Hs + C11Hy) + vas (C12Hy)

3112 2962 Vas (C23H3) + vas (C27H,)

3113 2963 vas (CL1Hs)

3116 2965 Vas (C31H, + C32H,)

3120 2069 20775 2971vs v, (C20H)

3124 2973 Ve (C10H,)

3132 2981 Vas (C26H53)

3133 2982 Vas (C17H3 + C20Hs3)

3140 2988 Ve (C23Hz)

3142 2990 Ve (C17Hs) + v (C20Hs)

3149 2997 3003w 2999 m Vas (C1H3)

3160 3007 vie (C17Hy)

3166 3013 Vas (C1H3)

3180 3026 Vas (C26H3)

3186 3032 Vas (C15H3) + v (C4H)

3187 3033 3050vw  3050W v, (CI5Hy) +v(C4H)

3742 3561 v (O2H)

Conclusdo

Nomenclatura:

R =anel (ring R1, R2, R3, R4, R5); R, -todos 0s aneis; t = torsdo (twisting); & = deformac&o (bending);

r = balanco (rocking); wag = sacudida (wagging); sc= tesoura; (scissoring); v = estiramento (stretching);

Vs = estiramento simétrico (Ssymetric stretch); v,s = estiramento assimétrico (asymetric stretch);

vs= muito forte (very strong); s = forte (strong); m = média (medium); w = fraca (weak); vw =muito fraca (very
weak).
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A atribuicgdo para policristais de &cido acetil aleuritélico mostra que a maioria das
bandas no FT-Raman e FT-IR correspondem a misturas de modos de vibracdo. Na regido
entre 10 cm™< wey < 1.098 cm™ podem ser observadas as deformacdes dos aneis, vibragdes
tipo torcdo dos aneis da estrutura, bem como dos grupos funcionais CH,, e CHs. Pode-se
também observar uma localizacéo acentuada dos modos CH; e CHy: vibragdo do tipo rocking
(r = balanco) sdo observadas na regi&o entre 1.065 cm™< wcy < 1.290 cm™, vibragées wagging
(wag = sacudida) surgem na regifo entre 1.277 cm™< we < 1484 cm™ e vibragdes tipo
scissoring (sc = tesoura) aparecem na regido entre 1.489 cm™< wey < 1.543cm™. Para cristais
organicos, a regido entre 2800 cm™ a 3200 cm™ contém as bandas originadas a partir de
estiramento dos grupos funcionais CH, CH,, CH3, e OH.

A distribuicdo das intensidades das bandas Raman € apresentada na Figura 19. No

total foram identificadas 101 frequéncias Raman.

Figura 19 - Distribuicdo das intensidades das bandas Raman (FT-Raman ) do &cido acetil
aleuritolico

100 -

90 | Vs
80 -
70 -
60 -
50 -

40 -
30

Intensidade Raman

m
20 I .Y A

\/
A “ \"
(0 e L L L LB LR

Nota: vs= muito forte (very strong); s = forte (strong); m = média (medium); w = fraca (weak); vw =muito fraca
(very weak).

1

No espectro FT-Raman foram observadas 71 bandas que apresentaram
intensidade abaixo de 20, ou seja, a maioria das bandas possui baixa (w) e muito baixa (vw)
intensidade e a maioria delas encontra-se na regido das vibracGes caracteristicas do AAA

(regido de fingerprint ou impressdo digital). Pode-se observar, por exemplo, uma banda
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Raman de baixa intensidade em 1.376 cm™(we =1.443 cm™) que foi identificada como sendo
associada as vibragdes: wag (C17H; + C23H3) + wag (C28H,+ C31H,) + 6 (C22H+ C24H).
No entanto, nesta regido também existem algumas bandas Raman de média (m) e de forte (s)
intensidade. Destaca-se uma banda Raman de média intensidade em 1.169 cm™
(wea = 1.227cm™) identificada como vibragdes do tipo rocking: r (C17Hs+ C20H; + C23H3) +
r (C27H, + C28H,). Uma banda Raman de forte intensidade é observada em 1.456 cm™
(wca =1.528 cm™) atribuida como sendo associada a vibragées do tipo scissoring: sc (C1Hs +
C15H3) + sc (C32H,). Na regido de estiramento dos grupos funcionais CH, CH,, CHj,
observa-se quatro bandas Raman muito forte (vs) e uma forte (s), sdo elas observadas em:
2.866, 2.898, 2.924, 2.936 € 2.977 cm™.

A distribuigéo das intensidades das bandas Infravermelho pode ser observada na

Figura 20. No total foram identificadas 49 frequéncias IR.

Figura 20 - Distribuicdo das intensidades das bandas Infravermelho (FTIR-ATR) do &cido
acetil aleuritolico
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Nota: vs= muito forte (very strong); s = forte (strong); m = média (medium); w = fraca (weak); vw =muito fraca
(very weak).

No espectro FTIR-ATR foram observadas 29 bandas que apresentam intensidade
abaixo de 20, ou seja, mais da metade das bandas IR possuem baixa e muito baixa intensidade
e a maioria delas encontram-se na regido abaixo de 1.000 cm™. Uma banda IR de muito baixa

intensidade é observada em 692 cm™(we =727 cm™) atribuidas como sendo associadas as
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vibracOes do tipo deformacdes dos aneis e dos CH; e COO: & (R1) + 6 (R2) + & (R3) + 6
(O1C1402H) + v 5 (C8C9C11) + 6 (C12H, + C13H,). Na regido de impressédo digital entre
1.000 cm™< oatrerir < 1.730 cm™ observa-se 10 bandas com baixa e muito baixa
intensidade. Pode-se observar uma banda IR de baixa intensidade em 1.143 cm™(wcy = 1.203
cm™) que foi identificada como sendo associada as vibracdes do tipo rocking e twisting
(torsdo): r (C8H3) + t (C5H, + C10H, + C12H, + C13H,) + & (C4H+ C7H). No entanto,
nesta regido tambem sdo encontradas 9 bandas IR de média, 3 bandas de forte e 3 bandas de
muito forte intensidade. Destaca-se uma banda IR de média intensidade em 1.297cm™
(wca =1.362 cm™) identificada como vibracdes do tipo wagging: wag (C5H, + C12H, +
C13H, + C27H, + C28H; + C31H, + C32H, ) + & (C4H+ C19H + C22H). Uma banda IR de
forte intensidade é observada em 1.365cm™ (e =1.429 cm™) atribuida como sendo associada
a vibracbes do tipo wagging: wag (C1H; + C15H;) + wag (C29H, + C30H,) + & (C19H+
C24H). Na regido de estiramento dos grupos funcionais CH, CH,, CH3, observa-se 4 bandas

IR muito forte nesta regido, sdo elas observadas em: 2.862, 2.923, 2.936 e 2.971cm™.

5.4 Atividade antimicrobiana

5.4.1 Concentracao inibitéria minima do acido acetil aleuritolico

A concentragdo inibitéria minima (CIM) do &cido acetil aleuritolico (AAA) foi de
128 pg-mL™ para todas as cepas bacterianas testadas (Tabela 5), portanto ndo houve diferenca
na sensibilidade ao composto entre as cepas Gram positivas e Gram negativas. O solvente
dimetilsulfoxido (DMSO), que foi utilizado para solubilizar a amostra, também foi testado, a
fim de se verificar se o efeito antimicrobiano seria somente da acdo do composto ou teria
influéncia do DMSO. Foi observado que a CIM do DMSO (128 pg-mL™) foi semelhante a do
AAA. Logo, ndo se pode afirmar que o AAA possui efeito inibidor do crescimento das
bactérias Escherichia coli ATCC 10536, Klebsiella pneumoniae ATCC 4362, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.



74

Tabela 5- Concentracdo inibitéria minima (CIM) do &cido acetil aleuritdlico (AAA) e
dimetilsulfoxido (DMSOQ) frente as cepas bacterianas

CIM (ug-mL)
Bactérias
DMSO AAA
Escherichia coli ATCC 10536 128 128
Klebsiella pneumoniae ATCC 4362 128 128
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 128 128
Staphylococcus aureus ATCC 25923 128 128

Uma menor eficicia da atividade antibacteriana exercida por alguns produtos
naturais, como o AAA, pode estar relacionada com a baixa solubilidade do composto nos
solventes DMSO e agua o que pode ocasionar uma baixa biodisponibilidade do composto em
ensaios in vivo e in vitro (GIL et al., 2008). Alguns testes de solubilidade de produtos naturais
foram relatados, em que sd@o 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
porcentagens. Esses métodos foram eficazes para solubilizar os clerodanos trans-
desidrocotina (DCTN) e trans-crotonina (CTN), mas foram ineficazes na solubilizacdo do
acido acetil aleuritolico (AAA). Portanto, uma abordagem alternativa para melhorar a
disponibilidade em ensaios farmacoldgicos é o encapsulamento do AAA em nanoparticulas de
lipidio s6lido ou ciclodextrina. A elucidagdo das propriedades da molécula AAA é de extrema
importancia, pois contribui para o éxito no encapsulamento do farmaco e, consequentemente,
para o incremento da biodisponibilidade (PANYAM et al., 2004; GIL et al., 2008)

Mathabe et al. (2008) isolaram o &cido acetil aleuritolico a partir da casca do
caule de Spirostachys africana Sond. e testaram seu efeito antibacteriano em micro-
organismos causadores de doenca diarreica. Eles observaram que foi necessaria uma
concentracdo de 50 ug-mL™ de AAA para inibir o crescimento de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Salmonella typhi ATCC 0232, Vibrio cholera, Escherichia coli ATCC 35218 e
Shigella dysentery, ja para as bactérias S. flexnerii e S. boydii a CIM foi de 100 ug-mL™ de
AAA. A concentragdo para inibir o crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25923
(50 pg-mL™) relatada por Mathabe et al. (2008) foi menor do que a observada nesse trabalho

para 0 AAA extraido de C. zehntneri (128 pg-mL™). Esses autores ndo informaram como foi
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feita a preparacdo da amostra para utilizacdo nos testes de CIM, se 0 AAA foi solubilizado em
algum solvente que poderia interferir na atividade antimicrobiana. Peres et al. (1997) também
testaram a atividade antibacteriana de AAA. O composto foi extraido da casca do caule de
Croton urucurana Baillon e verificou-se o efeito frente as cepas bacterianas Staphylococcus
aureus (AS) ITAL SFCO 001 e Salmonella typhi (FTPTAT 1035), obtendo-se uma CIM de
100 pg-mL™. Em outros estudos em que a avaliacdo da atividade antibacteriana utiliza o 6leo
essencial de C. zehntneri (variedade estragol), extraido de folhas secas, demonstrou-se que é
necessaria uma concentracdo de 50 pg-mL™ do 6leo para inibir o crescimento da bactéria
Shigella flexneri ATCC 12022 (COSTA et al., 2008).

Os valores de CIM para atividade antifingica exercido pelo AAA estdo
representados na Tabela 6. Para a inibicdo do crescimento dos fungos Candida albicans
40006 e C. krusei 6258 a concentracdo necessaria de DMSO foi a mesma que a do AAA
(CIM de 128 pg-mL™), logo é muito provavel que a atividade antifiingica esteja associada ao
efeito do solvente e ndo propriamente a acdo do composto testado. A CIM do DMSO frente a
C. tropicalis 13803 foi de 128 pg-mL™, enquanto que para o composto AAA foi de
64 pug-mL™. Contudo, quando o valor de concentracdo do Controle (DMSO) e da substancia
testada (AAA) para inibir o crescimento do micro-organismo difere em apenas 1 po¢o, néo se

considera a diferenca significativa.

Tabela 6- Concentracdo inibitéria minima (CIM) do &cido acetil aleuritdlico (AAA) e
dimetilsulfoxido (DMSOQ) frente as cepas flngicas

CIM (ug-mL™)
Fungos
DMSO AAA
Candida albicans 40006 128 128
Candida krusei 6258 128 128
Candida tropicalis 13803 128 64

N&o existem estudos na literatura para a atividade antifungica do AAA isolado e
também ha poucos relatos para a atividade exercida por Gleo essencial de espécies de
C. zehntneri. Fontenelle et al. (2008) observaram que a CIM do O6leo essencial de
C. zehntneri, extraido de folhas, para inibir o crescimento das cepas Candida tropicalis foi
2.500 ug-mL™?, para C.albicans foi > 5.000 pg-mL™ e Microsporum canis variou de 620 a
1.250 pg-mL™.
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5.4.2 Atividade moduladora de aminoglicosideos e antifingicos

Avaliando-se o efeito exercido pelo composto AAA como modulador da atividade
dos aminoglicosideos, verifica-se que ndo houve diferenga significativa entre os valores
obtidos de CIM para o controle (antibiéticos), o DMSO e 0 AAA, pois a diferenca de inibicdo
foi de apenas 1 poco (Tabela 7). Entdo, 0 AAA ndo modificou a atividade da amicacina,
gentamicina e neomicina frente as bactérias multirresistentes Escherichia coli 27,

Staphylococcus aureus 358 e Pseudomonas aeruginosa 03.

Tabela 7- Concentragdo inibitéria minima (CIM) dos antibiéticos (ug-mL™) na presenca de
16 pg/mL do &cido acetil aleuritélico (AAA) ou DMSO frente as bactérias Escherichia coli
27 (EC27), Staphylococcus aureus 358 (SA358) e Pseudomonas aeruginosa 03 (PA03)

EC 27 SA358 PAO3

Antibiéticos
Controle | AAA | DMSO | Controle | AAA | DMSO | Controle | AAA | DMSO

Amicacina 19,53 19,53 9,76 156,25 78,13 78,13 78,13 156,25 78,13
Gentamicina 4,88 4,88 2,44 9,76 19,53 4,88 39,06 39,06 19,53
Neomicina 78,13 156,25 156,25 156,25 156,25 156,25 312,50 156,25 312,50

O écido acetil aleuritolico combinado com os antifingicos anfotericina B,
benzoilmetronidazol, mebendazol e nistatina ndo interferiu na inibicdo do crescimento dos
fungos Candida albicans 40006, C. krusei 6258 e C. tropicalis 13803. Portanto, a associa¢do
do composto com os antifingicos ndo aumentou (sinergismo) e nem diminuiu (antagonismo)
a inibicdo do crescimento dos fungos, sendo observado uma CIM maior ou igual a

1.024pg-mL™ para todos os tratamentos frente as cepas testadas (Tabela 8).

Tabela 8- Concentracéo inibitoria minima (CIM) dos antifingicos (ug-mL™) na presenca de
16 pg/mL do acido acetil aleuritélico (AAA) ou DMSO frente aos fungos Candida albicans
400086, C. krusei 6258 e C. tropicalis 13803

CA CT CK
Antiflingicos
Controle AAA DMSO
Anfotericina B >1.024 >1.024 >1.024
Benzoilmetronidazol >1.024 >1.024 >1.024
Mebendazol >1.024 >1.024 >1.024

Nistatina >1.024 >1.024 >1.024
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N&o existem relatos na literatura utilizando-se 0 AAA isolado para avaliagéo do
efeito modificador da atividade de antibidticos ou antifungicos. Ja para avaliacdo do efeito do
6leo de C. zehntneri, Rodrigues et al. (2009) verificaram a acdo deste como modulador da
gentamicina e tetraciclina na inibicdo de P. aeruginosa ATCC 15442. Foi observado que o
6leo aumentou a inibicdo do crescimento de P. aeruginosa, quando combinado com a

gentamicina e que ndo influenciou na atividade da tetraciclina.
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6 CONCLUSAO

Foram obtidas 101 e 49 frequéncias experimentais para 0s espectros Raman e
Infravermelho, respectivamente, e as bandas mais intensas foram identificadas,
correspondendo as frequéncias de estiramentos e deformacgdes angulares dos grupos
CH, e CHj3, bem como ao estiramento do grupo C=0 associado as funcGes organicas
éster e acido carboxilico presentes no acido acetil aleuritélico;

A geometria estavel da molécula (com conformacdo de mais baixa energia) foi obtida,
0s comprimentos, angulos e diedros de ligacdo foram definidos e os 252 modos
normais de vibracao foram classificados;

Os numeros de onda calculados foram bem correlacionados com os numeros de onda
experimentais de FT-Raman e FTIR-ATR, pois o fator de escala e erro quadratico
total obtidos estdo de acordo com os valores previstos para 0 método DFT na
literatura;

O é&cido acetil aleuritolico (AAA) ndo foi promissor como composto antimicrobiano,
visto que a concentracao inibitéria minima do AAA foi semelhante ao do solvente
dimetilsulféxido utilizado nos testes;

O composto AAA ndo modificou a atividade dos antibidticos amicacina, gentamicina
e neomicina e nem dos antifungicos anfotericina B, benzoilmetronidazol, mebendazol

e nistatina frente as cepas avaliadas.
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PERSPECTIVAS

Para dar continuidade ao estudo das propriedades bioldgicas, estruturais e

vibracionais do triterpeno acido acetil aleuritélico, enumeramos as seguintes perspectivas:

» Os dados obtidos neste trabalho poderdo subsidiar futuros trabalhos de docagem
molecular;

» Realizacdo de medidas experimentais de espectroscopia Raman com variacdo de
pressdo e/ou temperatura para verificar se ocorre alguma transicdo de fase e/ou
possiveis modificacdes das propriedades bioldgicas do composto;

= Verificar o encapsulamento do composto em nanoparticulas de lipidio sélido ou
ciclodextrina para avaliar se hd uma diferenca na inibicdo frente as mesmas cepas

utilizadas neste trabalho, como também podem ser testados outros micro-organismos.
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APENDICES

APENDICE A - ESPECTRO DE RMN'H (CDCls, 500 MHz) DO ACIDO ACETIL
ALEURITOLICO
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APENDICE B - ESPECTRO DE RMN*C (CDCls, 125 MHz) DO ACIDO ACETIL

ALEURITOLICO
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APENDICE C - ESPECTRO DE RMN" C-DEPT 135° (CDCl;, 125 MHz) DO
ACIDO ACETIL ALEURITOLICO
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APENDICE D - DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN “C DO ACIDO ACETIL
ALEURITOLICO POR PADRAO DE HIDROGENAGCAO

CHs CH, CH C Total
32,10 41,01 117,09 (C=C) 184,46 (COOH)
28,88 37,64 81,13 (C-0) 171,20 (C=0)
28,19 35,59 55,85 160,79 (C=C)
26,43 33,92 49,33 51,73
22,70 33,57 41,65 39,27
21,50 31,56 38,19
16,82 30,97 37,92
15,87 27,70 37,56
18,98 29,53
17,55

CsH2s CioH20 CsHsO CoHO3 Cs32H5004
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APENDICE E - ESPECTRO DE MASSAS *C DO ACIDO ACETIL ALEURITOLICO
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APENDICE F - MAPA DE CORRELAC}AO HETERONUCLEAR - HSQC (CDCl;,
125 MHz) DO ACIDO ACETIL ALEURITOLICO
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APENDICE G — MAPA DE CORRELACAO HETERONUCLEAR — HMBC (CDCls,
125 MHz) DO ACIDO ACETIL ALEURITOLICO
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APENDICE H - DADOS DE RMN *H E **C DO ACIDO ACETIL ALEURITOLICO

DISPOSTOS SEGUNDO AS CORRELACOES OBTIDAS ATRAVES DE
ESPECTROS HMQC E HMBC

HSQC* HMBC
¢ &c (ppm) 8u (ppm) 2Jcu 3Jcu
1 37,64 1,60 (t; 2H)
2 23,71 1,63 (t; 2H) 2H-1 1H-3
3 81,13 4,47 (dd; 1H) 2H-2 1Hb-6, 2H-1, 3H-5, 3H-24
4 37,56 - H-3, 3H-24, 3H-23 1H-6B, 3H-25
5 55,85 0,86(s; 1H) Hb-6, Ha-6 1H-3, 3H-24, 3H-23
6 18,98 1,65 (m; 1Ha); 1,50 (m; 1Hb) H-5 -
7 41,01 1,96 (d; 1Ha); 1,30 (m; 1Hb) Ha-6 1H-15, 2H-11, H-9, 1H-5
8 39,28 - Ha-7, 3H-26 1Hb-12, 3H-25,
9 49,33 1,41(d; 1H) Ha-11, Hb-11 2H-12, Ha-6, 2H-2, 2H-1
10 37,64 - H-5 2H-2, 2H-12, 2H-1
11 17,55 1,63 (m; 1Ha); 1,44 (m; 1Hb) 1Ha e b-12, 1H-9 3H-25, 3H-26, 1H-5
12 33,57 1,78 (d; 1Ha); 1,63 (m; 1Hb) Hb-11 1H-18, 1Ha-19, H-9, 3H-29
13 38,19 - 1H-18, 1Hb-12, 3H-27 1H-15, 1Ha-11, 1H-9, 3H-26
14 160,79 - - 1H-18, 1Ha-11, 1Hb-12, 1H-9
15 117,09 5,53 (m; 1H) 1Hb-16 1H-18
16 31,56 2,38 (m; 1Hb); 1,92 (m; 1Ha) 1H-15 1Hb-22, 2H-19, 2H-21
17 51,73 - 1Hb-16, 1Hb-22 1Ha-19
18 41,65 2.26(d; 1H) 1Hb-19, 1Ha-19 2H-16, Ha-22, 3H-29, 3H-30
19 35,59 1,25 (t; 1Ha),1,14 (m; 1Hb) 1H-18 1Ha-21, 3H-29, 3H-30
20 29,53 - Ha e b-19, 1Ha-21 1H-18, Ha-22
21 33,92 1,18 (m; 1Ha); 1,44 (m; 1Hb) 1Ha e b-22 1Ha-19, 3H-29, 3H-30
22 30,95 1,69 (m; 1Ha); 1,44 (m; 1Hb) Ha e b-21 2H-16, 2H-19, 3H-29, 3H-30
23 28,19 0,86 ('s; 3H) 3H-24, 1H-5 1H-3
24 16,82 0,89 (s; 3H) 3H-23, 1H-5 1H-3, 2H-2
25 15,87 0,96 (s; 3H) - 1H-9, 1H-5
26 26,43 0,96 (s; 3H) - 1Ha-7, 1Ha-11, 1H-9
27 22,70 0,93 (s; 3H) - 1H-18, 1Ha-12, 1Hb-19
28 184,46 - - 1Ha-16, 1H-18, 1Hb-22
29 32,10 0,95 (s; 3H) 3H-30 1Hb-22, 1Hb-19, 2H-21
30 28,88 0,92 (s; 3H) 3H-29 1H-18, 2H-22, Hb-19, Hb-21
31 171,20 - 3H-32 1H-3
32 21,50 2,04 (s; 3H) - -
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APENDICE | - COMPRIMENTO DAS LIGACOES ENTRE OS ATOMOS DA
MOLECULA ACIDO ACETIL ALEURITOLICO (C3,Hs004) OBTIDOS A PARTIR
DE CALCULOS DFT
Comprimento das

Comprimento das

Identificagéo Identificacéo

dos &tomos Clilgla(l: (.;(E'E;) dos atomos Cl:'gla(l: ?(E%\S)
Cl1-C2 1,55 C16-C19 1,59
C2-C3 1,55 C16-C30 1,56
C2-C7 1,58 C17-C18 1,55
C2-C32 1,57 C18-C19 1,59
C3-C4 1,34 C18-C22 1,56
C3-C16 1,55 C18-C28 1,57
C4-Ch 1,50 C19-C31 1,56
C5-C6 1,54 C20-C21 1,54
C6-C7 1,57 C21-C22 1,59
C6-C13 1,56 C21-C23 1,55
C6-C14 1,54 C21-C24 1,55
C7-C10 1,54 C22-C29 1,53
C8-C9 1,54 C24-03 1,46
C9-C10 1,55 C24-C27 1,52
C9-C11 1,54 03-C25 1,35
C9-C12 1,55 C25-C26 1,51
C12-C13 1,53 C25-04 1,21
C14-01 1,22 C27-C28 1,54
C14-02 1,36 C29-C30 1,53

C15-Cl6 1,56 C31-C32 1,53
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APENDICE J - ANGULO DAS LIGACOES ENTRE OS ATOMOS DA MOLECULA
ACIDO ACETIL ALEURITOLICO (Cs;Hs0,) OBTIDOS A PARTIR DE CALCULOS

DFT
Identificagéo Ar!gulcl das Identificagéo An_gulcl das
dos atomos ligagaes dos atomos ligagaes
Calc. (A) Calc. (A)
C1-C2-C3 110,53 C15-C16-C19 108,16
C1-C2-C7 110,49 C15-C16-C30 102,95
C1-C2-C32 108,81 C19-C16-C30 112,40
C3-C2-C7 109,16 C17-C18-C19 112,50
C3-C2-C32 108,25 Cl17-C18-C22 110,45
C7-C2-C32 109,57 C17-C18-C28 108,68
C2-C3-C4 120,75 C19-C18-C22 108,63
C2-C3-C16 117,74 C19-C18-C28 106,89
C4-C3-C16 121,23 C22-C18-C28 109,60
C3-C4-C5 126,91 C16-C19-C18 118,45
C4-C5-C6 115,21 C16-C19-C31 111,25
C5-C6-C7 108,72 C18-C19-C31 110,44
C5-C6-C13 108,66 C20-C21-C22 114,52
C5-C6-C14 111,83 C20-C21-C23 107,46
C7-C6-C13 108,34 C20-C21-C24 108,43
C7-C6-C14 112,66 C22-C21-C23 106,86
C13-C6-C14 106,48 C22-C21-C24 109,18
C2-C7-C6 113,98 C23-C21-C24 110,35
C2-C7-C10 115,18 C18-C22-C21 117,47
C6-C7-C10 111,05 C18-C22-C29 110,04
C8-C9-C10 108,47 C21-C22-C29 112,75
C8-C9-C11 108,13 C21-C24-03 108,10
C8-C9-C12 108,93 C21-C24-C27 112,29
C10-C9-C11 111,25 03-C24-C27 110,89
C10-C9-C12 109,01 C24-03-C25 117,21
C11-C9-C12 110,98 03-C25-C26 110,59
C7-C10-C9 114,54 03-C25-04 124,31
C9-C12-C13 113,35 C26-C25-04 125,10
C6-C13-C12 115,23 C24-C27-C28 109,82
C6-C14-01 125,77 C18-C28-C27 115,04
C6-C14-02 114,17 C22-C29-C30 110,34
01-C14-02 120,01 C16-C30-C29 118,01
C3-C16-C15 111,77 C19-C31-C32 115,94
C3-C16-C19 107,63 C2-C32-C31 113,00
C3-C16-C30 113,82
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APENDICE L — DIEDROS DAS LIGACOES ENTRE OS ATOMOS DA MOLECULA
ACIDO ACETIL ALEURITOLICO (C3Hs50,04) OBTIDOS A PARTIR DE CALCULOS

DFT
Identificacéo Dle_dro§ das Identificacéo DI(?dfO? das
dos atomos ligagoes dos atomos ligagoes
Calc. (A) Calc. (A)
C1-C2-C3-C4 -97,74 Cl11-C9-C10-C7 68,57
C1-C2-C3-C16 88,26 C12-C9-C10-C7 -54,14
C7-C2-C3-C4 23,98 C8-C9-C12-C13 168,56
C7-C2-C3-C16 -150,02 C10-C9-C12-C13 50,37
C32-C2-C3-C4 143,18 C11-C9-C12-C13 -72,50
C32-C2-C3-C16 -30,82 C9-C12-C13-C6 -52,85
C1-C2-C7-C6 71,53 C3-C16-C19-C18 96,32
C1-C2-C7-C10 -58,52 C3-C16-C19-C31 -33,23
C3-C2-C7-C6 -50,22 C15-C16-C19-C18 -142,77
C3-C2-C7-C10 179,73 C15-C16-C19-C31 87,69
C32-C2-C7-C6 -168,60 C30-C16-C19-C18 -29,79
C32-C2-C7-C10 61,35 C30-C16-C19-C31 -159,34
C1-C2-C32-C31 -149,90 C3-C16-C30-C29 -90,17
C3-C2-C32-C31 -29,74 C15-C16-C30-C29 148,67
C7-C2-C32-C31 89,20 C19-C16-C30-C29 32,52
C2-C3-C4-C5 -5,91 C17-C18-C19-C16 -78,50
C16-C3-C4-C5 167,88 C17-C18-C19-C31 51,42
C2-C3-C16-C15 -53,83 C22-C18-C19-C16 44,09
C2-C3-C16-C19 64,79 C22-C18-C19-C31 174,01
C2-C3-C16-C30 -169,94 C28-C18-C19-C16 162,28
C4-C3-C16-C15 132,20 C28-C18-C19-C31 -67,80
C4-C3-C16-C19 -109,18 C17-C18-C22-C21 -67,57
C4-C3-C16-C30 16,09 C17-C18-C22-C29 63,23
C3-C4-C5-C6 12,30 C19-C18-C22-C21 168,60
C4-C5-C6-C7 -35,89 C19-C18-C22-C29 -60,60
C4-C5-C6-C13 -153,61 C28-C18-C22-C21 52,14
C4-C5-C6-C14 89,14 C28-C18-C22-C29 -177,06
C5-C6-C7-C2 56,80 C17-C18-C28-C27 103,80
C5-C6-C7-C10 -171,12 C19-C18-C28-C27 -134,54
C13-C6-C7-C2 174,73 C22-C18-C28-C27 -16,99
C13-C6-C7-C10 -53,20 C16-C19-C31-C32 -23,43
C14-C6-C7-C2 -67,73 C18-C19-C31-C32 -157,09
C14-C6-C7-C10 64,34 C20-C21-C22-C18 95,80
C5-C6-C13-C12 170,49 C20-C21-C22-C29 -33,75




102

Identificacdo D'E.!dmf das Identificacéo Dle_dr0§ das

dos atomos ligagoes dos atomos ligagoes

Calc. (A) Calc. (A)

C7-C6-C13-C12 52,53 C23-C21-C22-C18 -145,33
C14-C6-C13-C12 -68,90 C23-C21-C22-C29 85,12
C5-C6-C14-01 179,16 C24-C21-C22-C18 -25,98
C5-C6-C14-02 1,80 C24-C21-C22-C29 -155,52
C7-C6-C14-01 -58,03 C20-C21-C24-03 77,75
C7-C6-C14-02 124,61 C20-C21-C24-C27 -159,61
C13-C6-C14-01 60,60 C22-C21-C24-03 -156,87
C13-C6-C14-02 -116,75 C22-C21-C24-C27 -34,22
C2-C7-C10-C9 -171,09 C23-C21-C24-03 -39,70
C6-C7-C10-C9 57,45 C23-C21-C24-C27 82,95
C8-C9-C10-C7 -172,62 C18-C22-C29-C30 64,80
C21-C22-C29-C30 -161,94 C24-03-C25-C26 179,84
C21-C24-03-C25 -151,66 C24-03-C25-04 -0,12
C27-C24-03-C25 84,84 C24-C27-C28-C18 -39,64
C21-C24-C27-C28 68,96 C22-C29-C30-C16 -50,71
03-C24-C27-C28 -169,98 C19-C31-C32-C2 59,32




