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RESUMO

As chalconas e seus derivados tém recebido grande atencdo devido a sua estrutura simples e a
diversidade de atividades farmacoldgicas que apresentam. Entre elas, podemos citar
atividades antibacteriana, antiinflamatoria, inibidoras da tirosina fosfatase A de
Mycobacterium tuberculosis e antifingica. As plantas sdo importantes fontes de matéria
prima de chalconas. Entre os principais géneros de plantas, destacamos o Croton anisodontus
Miill espécie endémica nativa da caatinga do Nordeste brasileiro, da qual o0 composto de nome
cientifico 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (C;10sH14) foi isolado a partir da casca do
caule. Estudos recentes revelaram que este composto natural apresentou sinergismo frente a P.
aeruginosa 03 e para a S. aureus 358 na associacdo do composto com a amicacina. Estes
resultados corroboram com outros relatos na literatura que combinam produtos naturais com
antibioticos contra bactérias, para diminuir a resisténcia microbiana. Ademais, a sintese de
derivados de produtos naturais podera viabilizar a descoberta de novas substancias ativas. Neste
contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana, moduladora e
promover uma investigacdo das propriedades vibracionais do composto (2E)-1-(2’-hidroxi-
3°,4°,6’trimetoxifenil)-3-(fenil)-prop-2-en-1-ona (C180sH;g) derivado do composto natural 2-
hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona isolada de Croton anisodontus pelas técnicas de
espectroscopias Raman com Transformada de Fourier (FT-Raman - Fourier Transform Raman) e
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR - Fourier Transform Infrared) e calculos
computacionais utilizando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT — Density Functional
Theory). Este derivado foi sintetizado em meio basico, seguindo o método de condensacéo
aldolica de Claisen-Schmidt a partir do composto 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona e
benzaldeido. Os espectros FT-IR e Raman do cristal da amostra policristalina do derivado
chalcona foram registrados & temperatura ambiente nas regides de 600 cm™ a 4000 cm™ e 40
cm™ a 4000 cm™, respectivamente. Adicionalmente, calculos DFT baseados na Distribuicio
de Energia Potencial (PED - Potential Energy Distribution) foram realizados com o proposito
de obter informacgdes sobre as propriedades vibracionais deste composto organico. Com
respeito ao estudo de atividade antimicrobiana verificou-se que o composto sintético
modificou a atividade dos antibiéticos amicacina e gentamicina frente as cepas bacterianas:

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana, Chalcona, Espectroscopia vibracional.



ABSTRACT

The chalcones and their derivatives have received great attention because of their simple
structure and the diversity of pharmacological activities that they present. Among them, we
can mention antibacterial, anti-inflammatory activities, inhibitors of tyrosine phosphatase A
of Mycobacterium tuberculosis and antifungal. Plants are important sources of raw material of
chalcones. Among the main genera of plants, we highlight the Croton anisodontus Miill.
endemic species native to the Brazilian Northeast caatinga, which present the compound 2-
hidroxi-3,4,6-trimethoxyacetophenone (C110sH14) isolated from the bark of the stem. Recent
studies have shown that this natural compound showed synergism against Pseudomonas
aeruginosa 03 and Staphylococcus aureus 358 in the association with amikacin compound.
These results corroborate with other reports in the literature that combine natural products
with antibiotics against bacteria to decrease microbial resistance. In addition, the synthesis of
derivatives of natural products may enable the discovery of new active substances. In this
context, the aim of this study was to evaluate the antimicrobial and antibiotic-modifying activities
of the derivative chalcone (2E)-1-(2’-hidroxi-3’,4’,6’trimetoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
(C180sH1g) and to investigate its structural and vibrational properties by Fourier Transform
Raman (FT-Raman) and Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectroscopies using Density
Functional Theory (DFT) calculations. This derivative chalcone was synthesized following the
Claisen-Schmidt  aldol condensation method  from the 2-hydroxy-3.4,6-
trimethoxyacetophenone compound and benzaldehyde. FTIR and Raman polycrystalline
sample spectra of the chalcone derivative were recorded at ambient temperature in the regions
of 400 cm™ to 4000 cm™ and 40 cm™ to 4000 cm™, respectively. Additionally, DFT
calculations and of the Potential Energy Distribution (PED) were performed with the purpose
of obtaining information on the structural and vibrational properties of this organic
compound. With respect to the study of antimicrobial activity, verified which the synthetic
compound modified the activity of amikacin and gentamicin antibiotics against bacterial

strains: Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Key words: Antibacterial activity, Chalcone, Vibrational spectroscopy.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 01: Estrutura fundamental das chalconas 17
Figura 02: Tipos de vibragfes moleculares 21
Figura 03: Representacdo esquematica das transi¢des entre niveis de energia para os tipos de
de espalhamento Rayleight e Raman 23
Figura 04: Esquema da sintese da chalcona 27
Figura 05: Representacdo da formula estrutural da substancia (2E)-1-(2’-hidroxi-
3’,4°,6’trimetoxifenil )-3-(fenil)-prop-2-en-1-ona 33
Figura 06: Espectros FT — Raman e FT — IR do composto (2E)-1-(2’-hidroxi-

3’ 4°.6’trimetoxifenil2-en-1-ona)-3-(fenil)-prop-2-en-1-ona nas regiées, 3200 cm™ & 2500 cm’
le 1840 cm*aocm? 34
Figura 07: CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) do antibidtico gentamicina na presenca e
auséncia da substancia (2E)-1-(2’-hidroxi-3",4’,6’trimetoxifenil2-en-1-ona)-3-(fenil)-prop-2-
en-1-ona frente as bactérias Staphylococus aureus e Escherichia coli 40
Figura 08: CIM (Concentracdo Inibitoria Minima) do antibidtico amicacina na presenca e
auséncia da substancia (2E)-1-(2’-hidroxi-3’,4’,6’trimetoxifenil2-en-1-ona)-3-(fenil)-prop-2-

en-1-ona frente as bactérias Staphylococus aureus e Escherichia coli 40



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

LISTA DE TABELAS
Regides Espectrais no Infravermelno...........ccccooevveiiiicicic e, 20

Substancias utilizadas na atividade antimicrobiana e moduladora e suas

TESPECLIVAS OFIGENS. ...c.viveiiieieeiieeete ettt sttt 28

Perfil das linhagens bacterianas...........c.cccocveeevvveiiniieiinieeieeee. 29

Numero de onda calculado (®cac), NUMero de onda escalonado (wesc)
por fatores de escala dual (0,9626 para regido entre 10 & 1800 cm™ e
0,9440 para regido 2800 & 4000 cm™), nlimeros de onda experimentais
observados no Raman (®grRraman) € Infravermelho (orrir) a
temperatura ambiente (em unidades cm™) e classificacdo dos modos

vibracionais do composto sintético HYTFENIL.............cccccooeiiivvenene. 35

10



Ocalc —
(FT-Raman —
OIR—

Oscal —
ANVISA -
ATCC -
BHI (IHB) —
CCD -
CIM —
CIM/8 —
DFT —
DMSO -
EM -

FT-IR -
FT-Raman —
HIA (AIH) —
IR -

PED -
RMN —
UV-VIS -

SC —

wag —

5-

Oout -

V-

Vas-

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Posi¢cbes dos numeros de onda calculados
Posicdes dos nimeros de onda das bandas Raman
Posic¢des dos nimeros de onda das bandas Infravermelho
Posic¢des dos nimeros de onda escalonados
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
American Type Culture Collection
Brain Heart Infusion
Cromatografia de Camada Delgada
Concentracdo Inibitoria Minima
Concentracéo subinibitdria
Teoria do Funcional da Densidade (Density Functional Theory)
Dimetilsulfoxido
Espectroscopia de massas
Infravermelho com Transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared)
Espalhamento Raman com Transformada de Fourier
Heart Infusion Agar
Infravermelho (Infrared)
Distribuicéo de Energia Potencial (Potential Energy Distribution)
Ressonancia Magnética Nuclear
Ultravioleta-Visivel
Vibracdo de deformagéo angular do tipo tesoura (scissoring)
Vibragéo de deformagéo angular do tipo balango (wagging)
Deformacéo angular
Deformacao fora do plano
Estiramento

Estiramento assimétrico

11



Estiramento simétrico

Torgéo

12



13

) SUMARIO

L INTRODUGAD ..ottt sttt et te st et et e s e seebease st e sa et e s s e s e e s e e seebessesbesee e enseneenennenns 14
2 OBUIETIVOS ...ttt sttt se e st e £ e e R e st e et e e s e st e se e Rt e be et e be st e e e e e neeneeneaneas 16
2.1 ODJELIVO GBIAL... ..ottt 16
2.2.0D]etiVOS ESPECITICOS. .. ecvviiiiii ettt sttt sre et ae e 16
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......coooieeeieeieesseeeses st tesas st tsnes s ssnenssnsessnssnens 17
3.1 Consideractes Sobre 0 Género Croton @ ChalConas..........ccovcveeriiiieniieie e 17
3.2 Espectroscopia VIbraCional ..........c.ccoiieiiiiiicic ettt s 18
3.3 Espectroscopia No INFravermelNo ..o 20
3.5 ESPECLrOSCOPIA RAIMAN ......ccviiiiie ettt ettt se e be s e st e st e e b e sbeeneesbesneenee e 22
3.7 MicrorganiSmos € INTECGOES .......cveieiieiiiiitesee et 25
3.8 RESISENCIA MICTODIANG......civiviiieieiieieeee bbbt 26
4. MATERIAL E METODOS .....covviveeieeereieeee sttt tesas sttt st st ssas s s snssssssnsnen 27
4.1 Obtencdo do Composto Sintético e Elucidacdo da Estrutura Molecular ............ccoccoveiiennienne 27
4.2 Atividade Antimicrobiana € Moduladora ..........cceeveieiriniiiiee e 28
4.2.1 Drogas € REAGENTES .....eiiiiieiiie ittt s st st e st e e st e st e et e e st e e ssbeesnbe e e nbaeesbaeennneean 28
4.2.2 PreparaG8o 08 AMOSIIA.......coueveieeeriaieiesiesiesiesiesiees st ste e seeseeseesessessesbeseesteseeseeseenessesss 28
4.2.3 CEPAS BACIEITANGS. .....cvitiieieiieeee sttt 28
4.2.4 Perfil de Resisténcia das BaCtBriasS...........ccveveriirieiciiice s 29
4.2.5 ODBteNGAO0 A0 INOCUID........c.oiiiiiiiieie e 29
4.2.6 Indicagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) .......ccoooiiiiiiiiicee e 29
4.2.7 Avaliagdo da Intervengdo do HYTFENIL a Resisténcia aos Antibacterianos .................... 30
4.2.8 Avaliagdo da Atividade AntiMiCroDIANa .........coveveiiiiice s 31
4.3 Espalhamento Raman, Espectroscopia no Infravermelho e Calculos DFT ..........cccccecevveveenen. 31
4.3.1 Espectroscopia por Espalnamento Raman..........ccoovvviiiiiinineneese s 31
4.3.2 Espectroscopia N0 INFravermMelno ... 31
4.3.3 MEt0A0S COMPULACIONAIS. .....vevvereerireenieiesieteeeseeseeseasesseseeseeseeseeseseeseesesessesseseeeeseasessensensesens 32
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ........coviiriieieieiieie st 33

5.1 Anélise da Estrutura Quimica do Composto (2E)-1-(2’-hidroxi-3",4°,6 trimetoxifenil)-3-
TENTIPIOP-2-BN-1-0N8 ...ttt bbbttt b et e bt et 33
5.3 Atividade Antimicrobiana @ Moduladora...........ccoeieiiiiiii i 39
B. CONCLUSOES..........ooeeeieeeeeiees e eee ettt s sttt n et s s s st ens s s sneasneanes 42

REFERENCIAS ...ttt sttt sttt s s 43



14

1 INTRODUCAO

O uso de plantas com fins terapéuticos é uma tradicdo milenar presente nas culturas de
varias nagles constituindo ainda hoje, um recurso alternativo de grande aceitacdo, ndo
somente nos centros urbanos, mas sobretudo nas pequenas comunidades rurais. Este
comportamento vem chamando a atencdo da comunidade cientifica no sentido de comprovar a
eficacia e promover o uso seguro desses recursos naturais (FENNELL et al., 2004).

Vale ressaltar que as plantas sdo fontes naturais de uma infinidade de substancias
quimicas que sdo biossintetizadas apresentando vérias finalidades, entre elas, protegé-las
contra predadores e atrair polinizadores (STEPP, 2004).

Levando em consideracdo a biodiversidade vegetal que existe no planeta, as pesquisas
com plantas superiores apresenta-se como uma fonte extremante promissora para a descoberta
de novas substancias que podem ser utilizados no tratamento de varias doencas (ROJAS et al.,
2003).

Dentre todas as familias pertencentes a flora mundial, a familia Euphorbiaceae, merece
especial destaque, por ser uma das maiores entre as dicotiledéneas, compreendendo cerca de
300 géneros e 5000 espécies. No Brasil, ocorrem 72 géneros e cerca de 1.300 espécies em
todos os tipos de vegetacao, sendo o género Croton o segundo mais representativo com cerca
de 700 especies (SALATINO et al., 2007).

Estudos fitoquimicos realizados com espécies de Croton tém mostrado a presenca de
terpendides (SANTOS et al., 2008, 2004; SALATINO et al., 2007), alcaldides ( ARAUJO-
JUNIOR et al., 2004; RISCO et al., 2003) flavondides (TSACHEVA et al.,, 2004;
PALMEIRA et al., 2005; GONZALEZ-VAZQUEZ et al., 2006), triterpenos e esterdides
(MACIEL et al., 2000; CATALAN et al., 2003). Dentre estas, podemos destacar 0s
diterpenos e os flavonoides, por apresentam uma ampla variedade de atividades
farmacologicas, principalmante atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias
(SALATINO et al., 2007; CARNEIRO et al., 2011; SA et al., 2012).

E descrito na literatura que diversas espécies do género Croton, possuem Varias
atividades farmacoldgicas como: atividade anti-inflamatoria, antioxidante (NARDI et al,
2003); antileishmanicida (SOCORRO et al, 2003); antinociceptiva (CAMPOS et al, 2002);
antiulcerogénica, (ALMEIDA et al, 2003); hipoglicémica, hipolipidémica (SILVA et al,
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2001); antimicrobacteriana, antimalarica (THONGTAN et al, 2003); purgativa (BABILI et al,
2005); hipotensora e narcética (VIGOR et al, 2001).

A literatura reportou pela primeira vez a promissora atividade antimicrobiana da
substancia natural 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona isolada de Croton anisodontus
(OLIVEIRA et al., 2013). Essa acetofenona apresentou sinergismo com p<0,001 frente a P.
aeruginosa 03 e para a S. aureus 358 na associacdo do composto com a amicacina. Porém, foi
observado um antagonismo com significancia de p<0,01 quando o antibi6tico de escolha foi a
neomicina. Na associacdo do composto com a gentamicina nenhum resultado significativo foi
observado. Ja para E. coli os resultados ndo foram significativos com p>0,05. Por outro lado, a
associacdo entre a 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona e os antifingicos testados frente as
espécies de Candida ndo foram capazes de influenciar na atividade antifingica. Estes
resultados corroboram com outros relatos na literatura que combinam produtos naturais com
antibioticos contra bactérias, para diminuir a resisténcia microbiana. Ademais, a sintese de
derivados de produtos naturais podera viabilizar a descoberta de novas substancias ativas.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana,
moduladora e promover uma investigacao das propriedades vibracionais do composto (2E)-1-(2’-
hidroxi-3”,4’,6’trimetoxifenil)-3-(fenil)-prop-2-en-1-ona (C130sH15 - HYTFENIL) derivado do
composto natural 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona isolada de Croton anisodontus pelas
técnicas de espectroscopias Raman com Transformada de Fourier (FT-Raman - Fourier
Transform Raman) e Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR - Fourier Transform
Infrared) e calculos computacionais usando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT — Density
Functional Theory). Este derivado foi sintetizado seguindo o método de condensacéo aldolica
de Claisen-Schmidt em meio basico a partir do composto 2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiacetofenona e benzaldeido. Os espectros FT-IR e Raman do cristal da amostra
policristalina do derivado chalcona foram registrados a temperatura ambiente nas regides de
600 cm™ a 4000 cm™ e 40 cm™ a 4000 cm™, respectivamente. Adicionalmente, calculos DFT
utilizando a Distribuicdo de Energia Potencial (PED - Potential Energy Distribution) foram
realizados com o propoésito de obter informagdes sobre as propriedades vibracionais deste
composto organico. Com respeito ao estudo de atividade antimicrobiana verificou-se que o
composto sintético modificou a atividade dos antibioticos amicacina e gentamicina frente as
seguintes cepas bacterianas: Escherichia coli (E. coli ATCC 10536 e E. coli 27) e
Staphylococcus aureus (S. aureus ATCC 25923 e S. aureus 358).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a atividade antimicrobiana e moduladora do composto sintético HY TFENIL

derivado da substancia natural 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (C1;0sH14) isolada de

Croton anisodontus Mull., e investigar os espectros vibracionais da amostra policristalina

deste composto através das técnicas de espectroscopia vibracional FT-Raman e FT-IR e por

calculos computacionais usando a Teoria do Funcional da Densidade - DFT.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar a atividade antimicrobiana do composto da chalcona sintetizada frente as

linhagens bacterianas, determinando sua Concentracao Inibitéria Minima - CIM;

Verificar a eficicia do composto sintético HYTFENIL na modulagdo da resisténcia

bacteriana a aminoglicosideos;

Caracterizar por espectroscopia vibracional ao utilizar as ténicas FT-Raman e FT-IR o
composto semi-sintético HYTFENIL e realizar célculos computacionais para

investigar seus espectros vibracionais;

Utilizar a simula¢do computacional para auxiliar na analise dos modos normais de
vibragcbes da amostra policristalina do composto sintético HYTFENIL observados
experimentalmente por meio das técnicas espectroscopia Raman e espectroscopia no

infravermelho;

Classificar os modos normais de vibracdo da substancia sintética HYTFENIL com
base na Distribuicdo de Energia Potencial - PED (Potential Energy Distribution).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Consideragdes sobre o Género Croton e chalconas

Croton foi apresentado por Linnaeus em 1753 ao expor 13 espécies da Asia e Africa na
primeira edicdo de Species Plantarum. Depois dessa argumentagdo, 0 género recebeu
importancia de diversos estudiosos (Baillon 1858; Mueller 1865, 1866, 1873; Bentham 1880),
destacando-se Webster (1992, 1993, 1994, 2001), que prop6s a classificacdo infragenérica
mais recente para o género (SILVA, SALES, CARNEIRO-TORRES, 2009).

A Dbibliografia segundo CRAVEIRA (1981) descreve o género Croton da seguinte
maneira: espécies desse género sdo representadas por arvores, arbustos, subarbustos, ervas e
raramente lianas; podem ser monodicas ou didicas, com tricomas de formas variadas
(estrelados, escamiformes, etc.); suas folhas apresentam revestimento piloso, inteiras ou
raramente trilobadas com estipulas, principalmente nos ramos jovens e novos; algumas
apresentam pélos estrelados enquanto que outras possuem pelos lepdotos ou escamosos;
flores de ambos 0s sexos sdo pequenas, esbranquicadas e dispostas em racemos algumas
vezes espiciformes, dispondo-se as masculinas, geralmente mais numerosas, na parte apical e
as femininas na parte basal; suas pétalas sdo livres e em numero de cinco, enquanto que 0
naimero de estames varia de acordo com a espécie, nunca sendo inferior a cinco; o fruto € uma
capsula triococa que varia de 2 a 6 mm de diametro; suas sementes sao geralmente escuras e
oleaginosas.

Existem vérios estudos bioldgicos associados ao género Croton. As plantas deste
género possuem uma grande quantidade de metabodlitos secundarios responsaveis pelas
atividades bioldgicas, dentre esses constituintes ativos encontram-se as chalconas que sdo
cetonas o, B-insaturadas, que apresentam em sua estrutura o ndcleo 1,3-diarilprop-2-en-1-ona
(AVILA et al., 2008) (Figura 1) e o esqueleto Cy-C-C,=Cs-C;. Elas séo também compostos
precursores da via de biossintese dos flavonoides, encontrado largamente nos vegetais,
principalmente nas peétalas das flores, onde tem um importante papel na polinizacdo das
plantas, pois sua cor amarela atrai insetos e passaros, que assim polinizam outras plantas
(ZUANAZZI, SIMOES et al., 2001).

Figura 1 - Estrutura fundamental das chalconas
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As chalconas e seus derivados nos Gltimos anos tém recebido grande importancia
devido a sua estrutura relativamente simples e a diversidade de atividades farmacoldgica que
apresentam. Dentre elas, podemos citar atividade anti-inflamatoria, antibacteriana,
antifngica, antioxidante e antineoplasica (ALCARRAZ et al, 2004; CHIARADIA et al.,
2008; BOECK et al., 2005). Essa larga gama de atividades é em grande parte atribuida as
inimeras possibilidades de substituicbes nos anéis aromaticos das chalconas, pois a
metodologia de sintese das mesmas, baseada na condensacéo de Claisen-Schmidt, possibilita
a obtencdo de uma grande quantidade de compostos, uma vez que existem inimeros
benzaldeidos e acetofenonas comerciais que podem ser combinados, fornecendo a variedade
estrutural pretendida (DIMMOCK et al, 1999).

3.2 Espectroscopia Vibracional

A espectroscopia consiste na obtencdo de informac6es sobre a interacdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria. Especificamente, a espectroscopia vibracional investiga
transi¢Oes vibracionais com o principal objetivo de conseguir informacdes a respeito da
natureza das ligacGes quimicas e dos modos vibracionais de uma dada substancia quimica,
esteja ela na forma de cristal, no estado liquido, ou no estado gasoso (OLIVEIRA, 2001a).
Quando a radiacdo eletromagnética incide sobre a matéria, pode promover uma transicao
entre estados energeéticos.

Nas moléculas, a regido espectral onde as transi¢es sdo observadas depende do tipo
de niveis envolvidos: eletrnicos, vibracionais ou rotacionais (SALA, 2008). A energia total

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

= = E e F.. . _aF L b
Erotal = SElsrrimica v Svibracional T SRoracional (13

Nas transicdes eletrénicas praticamente ndo hd mudanga da posi¢do dos nlcleos da
molécula, este tipo de transi¢do € caracterizado pela passagem de um elétron de um estado de
menor energia para um de maior energia, apos a absorcdo da radiagéo.

Nos outros tipos de transicdes ocorre a mudanga da posicao relativa dos atomos na
molécula. Nas transi¢cBes vibracionais os nucleos dos &tomos mudam de posicdo
constantemente devido a mudancas nas distancias de ligacdo ou nos angulos de ligagéo,

enquanto nas transicdes rotacionais os atomos da molécula mudam de posicdo devido a



19

rotacOes sobre eixos definidos (centro de gravidade) e nas translacionais ocorre devido a
movimentos de translacdo da molécula como um todo (OLIVEIRA, 2001b).

Sob influéncia da radiacdo eletromagnética, os atomos 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 atomos pode se movimentar em 3 dire¢des o
que resulta 3N graus de liberdade para localizar cada &tomo ou ponto no espago. Quando uma
molécula é linear, ou seja, 0os atomos estdo dispostos sobre um dos eixos do sistema de
coordenadas, havera 3 modos translacionais e apenas 2 movimentos rotacionais, pois nao
pode haver rotacdo sobre o eixo em que a molécula esta definida. Os movimentos vibracionais
sdo calculados pelo total de graus de liberdade (3N) menos a quantidade de movimentos
translacionais e rotacionais presentes na molécula e sdo denominados de modos normais de
vibracdo. Logo, uma molécula linear tera 3N — 5 vibracdes moleculares. J& em uma molécula
que ndo é linear ocorrem todos os modos translacionais e rotacionais, portanto o nimero de
modos vibracionais é definido por 3N —6. Para cada modo normal de vibragdo, ha uma relacédo
de energia potencial que pode ser expressa de acordo com o0s niveis discretizados
(OLIVEIRA, 2001b; SKOOG et al., 2002).

As técnicas espectroscopicas: espectroscopia na regido do Infravermelho (IR);
espalhamento Raman; Espectrometria de Massas (EM); Ultravioleta—Visivel (UV-VIS); e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) constituem atualmente, os principais recursos para a
identificacdo e elucidacdo estrutural de substancias organicas. A utilizacdo desses métodos
fisicos de analise traz grandes vantagens, destacando-se a diminuicdo do tempo de analise,
reducdo substancial nas quantidades de amostra, aumento da capacidade de identificar ou
caracterizar estruturas complexas e ndo destruicdo da amostra.

A espectroscopia na regido do infravermelho tem sido amplamente utilizada em linhas
de producdo e no controle de processos industriais (LOPES; FASCIO, 2004). A interacdo da
radiacdo eletromagnética com o movimento vibracional dos nucleos origina os espectros
vibracionais que podem ser observados pelas técnicas de espectroscopia Infravermelho e
espalhamento Raman. Contudo, como as causas e os efeitos fisicos envolvidos nas duas
técnicas sdo distintas, 0s modos vibracionais ativos podem serem diferentes, ou seja, alguns
modos normais da molécula podem aparecer somente no Infravermelho ou somente no
Raman. Portanto, essas técnicas sdo consideradas complementares e para se obter uma analise
completa dos modos vibracionais de um sistema quimico pode ser necessario avaliar tanto o
espectro Infravermelho quanto o espectro Raman (OLIVEIRA, 2001b; SKOOG et al., 2002).
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3.3 Espectroscopia no Infravermelho

3.3.1 Regides Espectrais no Infravermelho

A regido espectral do infravermelho (IR) abrange uma radiagdo com numero de
onda que se estende de 12.800 a 10 cm™ que é comumente dividida de acordo com as
aplicacdes e instrumentacdo em trés regides: radiacdo no infravermelho proximo, médio e
distante (SKOOG et al., 2002). A Tabela 1 apresenta as trés regides espectrais de

classificacdo no infravermelho.

Tabela 1 — Regides Espectrais no Infravermelho

Regido Regido de Numero de Intervalo de Comprimento  Regido de Frequéncia
Espectral Onda (), cm™ de Onda (1), nm (v) Hz
Proximo (NIR)  12.800 a 4.000 780 a 2.500 3,8x10™ a 1,2x10™
Médio (MID) 4.000 a 200 2.500 a 50.000 1,2x10' a 6,0x10%
Distante (FAR) 200a 10 50.000 a 1.000.000 6,0x10* a 3,0x10M

Fonte: SKOOG et al., 2002.

Para que possa ocorrer a absorcao da radiacdo no infravermelho uma molécula precisa
sofrer uma variagdo no momento de dipolo como consequéncia do movimento rotacional ou
vibracional. Este momento é determinado pela magnitude da carga elétrica e pela distancia
entre dois centros de carga. Somente nessas condi¢bes o campo elétrico alternado da radiacédo
pode interagir com a molécula, causando variacdes na amplitude de um de seus movimentos.
Para moléculas diatdmicas homonucleares, tais como O, N, ou Cl,, nenhuma variagéo efetiva
no momento de dipolo é observada durante a vibracdo ou rotacdo, impedindo que estas

moléculas absorvam radiagdo no infravermelho (SKOOG et al., 2002).
3.3.2 Modos normais de vibragao

As vibracdes moleculares podem ser classificadas em: vibracdo de deformacéo axial ou
estiramento (stretching) e vibracdo de deformacdo angular (bending). As vibragdes de
estiramento sdo caracterizadas por uma variacdo continua na distancia interatbmica ao longo
do eixo da ligacdo entre dois &tomos e as deformacdes angulares sdo caracterizadas pela

variacdo do angulo entre duas ligacdes, seja internamente em um conjunto de &tomos ou um
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grupo de atomos em relacdo a molécula como um todo. Os estiramentos s&o classificados em:
simétricos (symetric) e assimétricos (asymetric). J& as vibragBes de deformacgdo angular
podem ser de quatro tipos: simétrica no plano (rocking, balanco ou oscilacdo), assimétrica no
plano (scissoring ou tesoura), simétrica fora do plano (wagging, sacudida ou balanco em
fase) e assimétrica fora do plano (twisting, torcdo ou balanco fora de fase) (SKOOG et
al., 2002; PAVIA et al., 2009). Os tipos de vibracGes moleculares estdo representados na

Figura 2.

Figura 2 — Tipos de vibracGes moleculares
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Fonte: PAVIA et al., 2010.

3.4 Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Os instrumentos com transformada de Fourier apresentam uma série de vantagens. A
principal delas é que possuem uma relagdo sinal-ruido melhor em mais de uma ordem de
magnitude que os instrumentos dispersivos de boa qualidade, podendo, em muitos casos,

fazer varreduras rapidas e obter bons espectros em um tempo curto (SKOOG et al., 2002).
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3.5 Espectroscopia Raman

Assim como na espectroscopia no Infravermelho, a espectroscopia Raman concede
informacdes sobre niveis de energia vibracionais e sobre a estrutura molecular de uma dada
substancia quimica. Pode-se dizer que o espalhamento Raman e a espectroscopia no
Infravermelho sdo duas técnicas que se complementam. No entanto, os processos fisicos
envolvidos nessa técnica de espectroscopia é diferente. Na espectroscopia Raman ocorre 0
espalhamento de luz (SALA, 2008). Os espectros Raman sdo obtidos ao irradiar uma amostra
com uma fonte laser de radiacdo monocromatica no visivel ou no infravermelho préximo.
Quando a radiacdo atravessa um meio transparente, as espécies presentes espalham uma
fragdo do feixe em todas as direcdes. Se essa radiacao 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, sera um espalhamento elastico. Se a radiacdo depois de interagir com a matéria, tiver
um comprimento de onda diferente da radiagdo incidente (fonte de excitacdo) sera um
espalhamento inelastico da luz (OLIVEIRA, 2001b; SKOOG et al., 2002). Podemos portanto
dizer que o espalhamento elastico também denominado de espalhamento Rayleigh é aquele
em gue a luz espalhada tem a mesma frequéncia da luz incidente. 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 féton de energia (que é a luz
incidente), passam do estado fundamental para um estado virtual e voltam em seguida para o
estado fundamental e o féton espalhado conserva a energia. Ja o espalhamento inelastico ou
Raman ocorre quando a luz espalhada tem frequéncia igual a da luz incidente mais ou menos
a frequéncia vibracional da molécula (RICCI, 2008). Um diagrama ilustrando o0s
espalhamentos Rayleigh e Raman é mostrado na Figura 3.

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 3 —Representacdo esquematica das transi¢Oes entre niveis de energia para os tipos de

espalhamento Rayleigh e Raman.
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Nomenclatura: vO = frequéncia da luz incidente, vm = 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 reemissdo da radiacao
enguanto a nuvem eletrénica volta ao estado normal. Na sua forma distorcida, a molécula fica
temporariamente polarizada. A grandeza fisica que esta associada a capacidade de
deformacéo da nuvem eletrdnica de um determinado atomo ou molécula frente ao efeito de
um campo elétrico externo € denominada de polarizabilidade. Portanto, a atividade Raman
estd ligada a polarizabilidade da molécula devido a interacdo do campo elétrico externo da
radiacdo com a amostra, gerando um momento dipolo induzido. De acordo com a mecanica
quéantica uma vibragdo somente é 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 € chamada espalhamento anti-Stokes (HOLLER et al., 2009).

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

vibracional excitado de energia, entdo esse foton espalhado terd energia menor que a radiagédo
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incidente. No espalhamento Raman anti-Stokes, o foton 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 foton espalhado tera energia maior que a
radiacdo incidente.

O espalhamento Rayleigh tem probabilidade de ocorréncia muito maior que o
Raman, bem como o espalhamento Raman Stokes ocorre com mais frequéncia que o anti-
Stokes, devido a contribuicdo do fator de Boltzmann, ou seja, o 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 “impresséao digital” ou fingerprint de uma substancia da qual a sua

estrutura molecular pode ser determinada (LORINCZ et al., 2004).
3.6 Calculos Computacionais de Primeiros Principios

Na mecénica quantica emprega-se a equagdo de Schrodinger para calcular as
propriedades fisicas de atomos e moléculas, a partir das interacdes entre os seus elétrons e
nacleos (BARREIRO et al.,2001). A equacdo de Schrodinger foi elaborada em 1925 pelo
fisico austriaco Erwin Schrodinger. Esta equacdo que determina como o estado quantico de
um atomo ou molécula muda com o tempo, ou seja, 0 tempo de evolucdo da funcdo de onda
para o0s nucleos e elétrons constituintes do sistema molecular é representado pela equagédo 2

abaixo:

Ve U = EY, ()

.

Essa equacdo é facilmente resolvida para sistemas quénticos com poucos atomos. No
entanto para sistemas que contém muitos atomos resolver a equacéo de Schrédinger pode ser
bastante complexa. Neste caso é necessario empregar metodos de aproximagdo para uma
completa compreensdo do efeito de cada particula sob o sistema. Uma das aproximacoes
fundamentais da mecénica quantica é a aproximacdo de Born-Oppenheimer que separa 0
movimento nuclear do movimento eletrénico, em uma fungéo de onda puramente eletronica
(FREIRE; PESSOA; BROMBERG, 2011). A energia obtida pode ser calculada através de
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equacOes conhecidas por equactes de Hartree-Fock, onde se assume que a energia de um do
elétron, depende do nucleo atémico e dos elétrons (SILVA, 2012).

A Teoria do Funcional da Densidade (DFT) surgiu como uma possibilidade para
resolver a equacdo de Schrodinger para sistemas moleculares de muitos &tomos, onde a ideia
dos funcionais de densidade é aplicar uma densidade eletronica, onde a energia € funcdo da
densidade eletronica, E = E (p,r) (SOUZA; FERRAO, 2006). Com relacdo & densidade
eletronica total do sistema, assume-se que a energia total possui um ponto minimo local, onde

pode-se chegar as Equagdes de Kohn-Shan:

,.Tn‘ VAW, + U(F)Y; + p, (MY = Y, ©)

r

F

2m

onde — v2 é 0 operador energia cinética monoeletrénica, U(r ) é o operador Coulombiano

que inclui todas as interacbes eletrostaticas e u..(r) é o termo de troca e correlagdo

eletronica.
3.7 Microrganismos e Infeccbes

Pertencentes ao reino monera, as bactérias sdo micro-organismos que possuem uma
Unica célula com uma estrutura mais simples, vistos apenas com auxilio do microscépico, de
tamanho variavel, entre 0,2 a 1,5 um de comprimento. Sua estrutura celular € bastante
simples, podendo apresentar variagfes quanto ao seu tamanho, forma ou viruléncia, dispostas
em coldnias ou isoladas (BRANDAO, 2011).

As bactérias sdo parte integral e inseparavel da vida na terra. Elas s&o encontradas em
diversos lugares e revestem a pele, as mucosas e cobrem o trato intestinal dos homens e dos
animais. Elas estdo intrinsecamente ligadas as vidas de organismos e aos amplos ambientes
em que habitam. Algumas bactérias sdo benéficas para seu hospedeiro (homem, animal,
planta) e provém nutrientes ou prote¢do contra patdégenos e doencas, limitando a habilidade de
colonizagdo de bactérias nocivas. Entretanto, existe atualmente uma grande classe de bactérias
que representam grande preocupacdo para a saude da populacdo (NEVES et al., 2011). Dentre
as que mais ocasionam mortes no mundo estdo o Staphylococcus aureus meticilina-resistente
(MRSA), Staphylococcus aureus vancomicina-resistente (VRSA), Escherichia coli,

Klebsiella pneumonia e Pseudomonas aeruginosa, que sdo bactérias resistentes a multiplas
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drogas. Os processos infecciosos causados por estas bactérias frequentemente estéo
associados com alta letalidade e altos custos de tratamento (ROCHA et al., 2011).

Escherichia coli (E. coli) possui formato de um bacilo, é aerobia e anaerdbia
facultativa, pertencem ao grupo de bactérias Gram negativas, da familia Enterobacteriaceae
que produzem enteroxinas que podem estar presentes nas doencas diarreicas (MURRAY,
2004; MATIAS et al.,2010). Essa bactéria esta presente na microbiota normal do trato
intestinal dos homens. Entretanto, dentre as cepas de E. coli, ha um grupo capaz de promover
doencas nos humanos, chamadas de E. coli enteropatogénicas (SILVA et al., 2003).
Linhagens patogénicas de E.coli tém sido apontadas como causa priméria de infecgdes no
trato urinario, septicemia nosocomial e enterites em seres humanos. (SCHNEIDER et al.,
2009).

Staphylococcus aureus é uma bactéria esférica, do grupo dos cocos Gram positivos, é
aerdbia e anaerdbia facultativa. Este micro-organismo € naturalmente encontrado na pele e
nas mucosas dos seres humanos. Essa bactéria é comumente o agente etiol6gico que causa
infeccdes purulentas em diversos tecidos e érgdos, podendo provocar diversas doengas, que
vao desde uma simples infec¢do (espinhas e furdnculos) até infecgbes graves (pneumonia,
meningite, endocardite, miocardite, sindrome do choque toxico, septicemia e outras)
(SANTOS et al., 2007; COUTINHO et al., 2006).

3.8 Resisténcia Microbiana

Nas ultimas décadas a descoberta de novos antibioticos eficientes para o tratamento de
doengas infecciosas bacterianas favoreceu um enorme avango na medicina diminuindo
consideravelmente o grande nimero de mortes causadas por doengas de carater infeccioso.
Em contrapartida, 0 aumento crescente do uso de antibidticos potencializou a selecéo de cepas

de bactérias resistentes a esses medicamentos (BARBOSA, 2014).

A resisténcia bacteriana ¢ uma grande preocupacdo mundial sendo objeto de estudo
para diversas publica¢des sobre antimicrobianos, varios farmacos afetam ndo apenas o usuario
do medicamento mas todo o ecossistema onde ele encontra-se inserido (DE OLIVEIRA,;
MUNARETTO, 2013).

Além disso existe um alto custo financeiro quando uma terapia é fracassada por conta
de microrganismos resistentes (DEL FIO; DE MATTOS FILHO; GROPPO, 2000).
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Ha uma diversidade de fatores para a resisténcia bacteriana, entre os quais, merecem
destaque os seguintes: as dificuldades para diferenciar clinicamente infecces de etiologia
viral e bacterianas, a falsa crenca de que o uso profilatico de antibidticos poderia diminuir a
ocorréncia de complicacdes, a pressao dos familiares pela prescri¢cdo de antibidticos, a venda
indiscriminada desses farmacos, o desconhecimento sobre 0s possiveis eventos adversos
associados ao uso inadequado de antibi6ticos, incluindo o impacto sobre o aumento da
resisténcia bacteriana (BRICKS, 2003). Quando um antibiotico é descoberto e introduzido no
mercado, sua utilidade clinica ja comeca a diminuir até um ponto em que ha um aumento na
restricdo de seu uso. Esta restricdo é provocada pelo surgimento de cepas resistentes (ROCHA
etal., 2011).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do Composto Sintético (2E)-1-(2’-hidroxi-3°,4°,6’trimetoxifenil)-3-(fenil)-

prop-2-en-1-ona e Elucidacdo da Estrutura Molecular

O composto sintético (2E)-1-(2’-hidroxi-3’,4’,6’trimetoxifenil)-3-(fenil)-prop-2-en-1-
ona (HYTFENIL) derivado da substancia natural 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona
(C1105H14) foi isolado de Croton anisodontus Miill., pelo Dr. Hélcio Silva dos Santos da
Universidade Estadual Vale do Acaral — UVA e sua estrutura molecular foi elucidada por
Ressonancia Nuclear Magnética (RMN) pelo Dr. Raimundo Braz-Filho da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Rio de Janeiro-RJ, Brasil. O esquema da sintese

deste derivado é mostrado na Figura 4.

Figura 4 — Esquema da sintese da chalcona (2E)-1-(2’-hidroxi-3’,4’,6’trimetoxifenil)-3-

fenilprop-2-en-1-ona.




28

4.2 Atividade Antimicrobiana e Moduladora

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

4.2.1 Drogas e Reagentes

As substancias utilizadas nesse trabalho para atividade antimicrobiana e moduladora

sdo listadas abaixo na Tabela 2, com suas respectivas origem.

Tabela 2 — Substancias utilizadas na atividade antimicrobiana e moduladora e suas

respectivas origens.

SUBSTANCIAS ORIGEM
Brain Heart Infusion (BHI) HIMEDIA — india
Agar infusdo de coracdo(HIA)
Dimetilsulfoxido (DMSO) MERK — Alemanha
Rezasurina Sigma — USA
Gentamicina Sigma — USA
Amicacina Sigma — USA

4.2.2 Preparacao da Amostra

Foi pesado 10 mg do composto e dissolvido em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO),
obtendo-se uma concentragéo inicial de 10 mg/mL. Em seguida diluiu-se essa solugéo inicial
até um volume de 5 mL para ser utilizada em todos os testes microbioldgicos. A solucéo foi
preparada da seguinte forma: foi retirada uma aliquota da solugéo inicial e foi dissolvida em

DMSO até uma concentracao final de 1024 pug/mL.

4.2.3 Cepas Bacterianas

As cepas microbianas utilizadas nesse teste sdo originarias da American Type Culture
Collection (ATCC) fornecidas por meio do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em

Saude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude. Os microrganismos
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utilizados para a determinagéo das atividades antibacterianas foram: Escherichia coli (E. coli
ATCC 10536 e E. coli 27) e Staphylococcus aureus (S. aureus ATCC 25923 e S. aureus 358).
Em ensaios bioldgicos foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar de Infusdo de
Coracdo - HIA (Disco Laboratories Ltd.), Caldo de Infusdo Cérebro Coracdo - BHI
concentracdo (indicado pela fabricante de 10%) (Acumedia Manufacturers, Inc.). Todas as
estirpes foram mantidas a 4°C em agar HIA. Antes da realizagdo dos ensaios, foram
cultivadas durante 18 h a 35°C em caldo BHI.

4.2 .4 Perfil de Resisténcia das Bactérias

Para analisar o efeito do composto HYTFENIL como modificafor da atividade dos

antibioticos foram utilizadas cepas bacterianas multirresistentes.

O perfil das linhagens multirresistentes de bactérias esta representado na Tabela 3.

Tabela 3 — Perfil das linhagens bacterianas.

Bactéria Fonte Perfil de Resisténcia
Escherichia coli 27 Ferida Cirargica | Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc,
Cf, Caz,Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob
Staphylococcus aureus 358 Ferida Cirargica | Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para,
But, Sis, Net

Ast: aztreonam; Ax: amoxacilina; Amp: ampicilina; Ami: amicacina; Amox: amoxiciling;
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.

4.2.5 Obtencdo do In6culo

As cepas microbianas foram mantidas em placas de Petri, contendo o meio Agar
Infusdo de coragdo a uma temperatura de 4 °C, com o proposito de conservar todas as suas
caracteristicas. Antes de iniciar os testes de CIM e modulacdo, as cepas bacterianas foram

retiradas com a utilizacdo de uma alca de Drigalski da cultura estoque e cultivada em 5 mL de
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Caldo de Infusdo de cérebro e coragdo, sendo incubadas na estufa com a temperatura 35 + 2
°C por 24 h.

4.2.6 Indicacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Para determinagdo da CIM foram utilizadas as suspencgdes bacterianas em meio BHI,
onde foi retirado 100 pL dessa suspensdo e inoculou em 900 pL de caldo BHI 10%
(proporcdo 1:10) para se obter uma concentracdo final de 105 UFC mL™ (unidades
formadoras de colonia/mL) onde foi realizado um ensaio de microdiluicdo em microplacas
contendo 96 pocos. O ensaio foi realizado da seguinte forma: em cada poco foi adicionado
100 pL da solucdo contendo o indculo de bactéria fungo e o meio BHI 10%. As cepas
bacterianas foram distribuidas no sentido numérico das placas, sendo cada coluna numérica
representada por uma bactéria diferente. Em seguida, 100 pL do composto foi colocado no
primeiro poco e realizaram-se dilui¢fes seriadas (1:1) até o penultimo poco da microplaca,
obtendo-se as seguintes concentragdes: 512, 256, 128, 64, 32, 16 e 8 ug/mL do composto. O
ultimo po¢o da microplaca é constituido apenas pelo in6culo e o meio BHI 10%,
representando o controle para observacdo da viabilidade das cepa. Apds o procedimento
experimental, as placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h.

4.2.7 Avaliacéo da Intervencdo do HYTFENIL a Resisténcia aos Antibacterianos

Para avaliar o efeito da substancia HYTFENIL como modificador da atividade dos
antibiodticos foram utilizados os aminoglicosideos: amicacina e gentamicina com concentragdo
de 5.000 pg/mL. A modulacdo foi estabelecida por um ensaio de microdiluicdo em
microplacas que possuem 96 pocos, seguindo o sentido alfabetico na qual cada coluna(letra)
representa um antibioético diferente. Diante da CIM no teste antimicrobiano, esse valor
diminuiu 8 vezes, resultando na concentracdo inibitoria do composto para em seguida ser
utilizado no ensaio de modulacdo. Em cada pogo foi adicionado100 puL de uma solugéo
contendo:150 pL do indculo de bactéria de cada cepa, 0 composto na concentracdo
subinibitéria de 16 pg/mL e o meio BHI 10% g.s.p 1.500 pL. Em seguida, 100 pL do
antibiotico foi colocado no primeiro poco e realizou-se diluigdes seriadas (1:1) até o
penultimo poco da microplaca. As concentragdes dos antibioticos foram: 2.500; 1.250; 625;
312,50; 156,25; 78,12; 39,06; 19,53; 9,76; 4,88 2,44 pg.mL™. O Gltimo poco da



31

microplaca ndo contém o antibiético com o objetivo de se verificar a viabilidade das cepas.
No grupo controle ndo foi adicionado o composto, apenas o inéculo, o meio BHI 10 % e o
antibiotico. Portanto, ha 2 controles: o do solvente em que foi substituido o composto pelo
DMSO e o do antibiético em que ndo foi colocado nem o composto nem 0 DMSO. Apos a
realizacdo dos procedimentos, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35 + 2 °C
por 24 h.

4.2.8 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

Nos ensaios de CIM e modulacdo foi verificado o crescimento microbiano. Para
verificar se houve crescimento bacteriano foi realizado um ensaio colorimétrico, utilizando-se
0 corante resazurina. Ap6s o periodo de 24 h de incubacgdo das placas, foi adicionado 20 pL
do corante em cada pogo da microplaca, e depois de 1 h em temperatura ambiente foi feita a
leitura. Onde a mudanca da coloracdo de azul para rosa indica que houve crescimento

bacteriano, e ocorre devido a reducao da resazurina.

4.3 Espalhamento Raman, Espectroscopia no Infravermelho e Célculos DFT

4.3.1 Espectroscopia por Espalhamento Raman

A caracterizacdo do composto sintético HYTFENIL, utilizando a técnica de
Espalhamento Raman com transformada de Fourier, foi realizada no Laboratério de
Espalhamento Raman do Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara (UFC),
Fortaleza-CE, Brasil.

As medidas de FT-Raman foram realizados no aparelho de modelo Vertex 70, médulo
Ram I, COM DETECTOR d418-T, com fonte de laser Nd: YAG que excita a amostra na
linha de 1064 nm, com 150mW de poténcia de saida. A resolucdo do espectro foi ajustada na

regi&o de 40 a 4000 cm™ com resolucéo de 4 cm™.

4.3.2 Espectroscopia no Infravermelho

As medidas por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
foram realizadas no Laboratério de Simulacdes e Espectroscopia molecular da Universidade

Regional do Cariri (URCA), usando o espectrofotdmetro da marca Agilent, modelo CARY
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600 FT-IR. O espectro de transmitancia foi registrado, na regido de 400 a 4000 cm™, com
resolucio de 4 cm™. As medidas foram realizadas pelo método de pastilhas KBr (Brometo de
Potéssio), o KBr quando submetido a efeitos de pressao funde-se e inclui o0 composto em uma
matriz, tendo como resultado uma pastilha que consiste em um disco transparente (LARKIN,
2011).

4.3.3 Métodos Computacionais

Os célculos computacionais foram realizados utilizando o Programa Gaussian 09
disponivel no ambiente computacional do Centro Nacional de Processamento de Alto
Desempenho da Universidade de Campinas - CENAPAD-SP através do Projeto 373: “Estudo
de propriedades estruturais e vibracionais em cristais moleculares organicos”. Para obtengéo
da geometria otimizada e das frequéncias vibracionais do composto em estudo foram
empregados calculos tedricos de quimica quéantica por meio da Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) com o funcional B3LYP e o conjunto de base 6-31 G (d,p). A estrutura
otimizada e as frequéncias vibracionais da molécula foram visualizadas por meio do programa
Chemcraft 1.6. Os nimeros de onda obtidos teoricamente foram ajustados com as bandas
experimentais FT-Raman por um fator de escala que é utilizado para minimizar os erros entre
as frequéncias calculadas e as experimentais. Foram usados dois fatores de escala para melhor
ajuste entre os espectros experimentais e calculados. Para regido entre 10 a 1800 cm™ foi
utilizado o fator de escala 0,9626 com o erro quadratico total correspondente a 14 cm™ e para
regido entre 2800 & 4000 cm™ foi utilizado o fator de escala 0,9440 com o erro quadratico
total correspondente a 9 cm™. Os nimeros de onda ajustados foram comparados com as
posicOes das bandas Raman e Infravermelho, sendo realizado as atribui¢des para cada modo
normal de vibragdo. As atribui¢bes das vibragcdes moleculares foram baseadas em calculos de
Distribuicdo de Energia Potencial (PED) utilizando o software VEDA. Para descrever as
atribuicdes das vibragdes moleculares foram atribuidos os seguintes simbolos: t = torsdo
(twisting); r = balanco (rocking); sc= tesoura; (scissoring); wag = sacudida (wagging), &=
deformacdo (bending); 6.s = deformacdo assimeétrica (asymetric bending); v= estiramento
(stretching); vqs = estiramento assimétrico (asymetric stretching); vs= estiramento simétrico
(symetric stretching). Em seguida foi realizada a classificagdo das bandas Raman e
Infravermelho em relacdo ao quédo forte sdo suas intensidades com o auxilio do programa

Excel. As intensidades das bandas nos espectros Raman e infravermelho foram normalizadas
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no intervalo de [0-100] e foi utilizado o seguinte pardmetro e nomenclatura para a
classificagdo quanto as intensidades das bandas: vs = muito forte (very strong) [100-50], s=
forte (strong) [50-30], m=média (medium) [30-20], w=fraca (weak) [20-15] e vw =muito fraca
(very weak) [15-5].

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Anélise da Estrutura Quimica do Composto (2E)-1-(2’-hidroxi-3°,4’,6’trimetoxifenil)-
3-(fenil)-prop-2-en-1-ona

O composto  (2E)-1-(2’-hidroxi-3’,4°,6’trimetoxifenil)-3-(fenil)-prop-2-en-1  de
formula molecular C1g0sH1g contém 41 atomos distribuidos em 2 anéis aromaticos de seis
membros. O anel R1 que é formado pelos &tomos C1’, C2’, C3’, C4’, C5’ ¢ C6’ e 0 anel R2 é
formado pelos &tomos C1, C2, C3, C4, C5 e C6. A estrutura molecular e a numeracdo usada
para descrever os atomos da molécula C,30sH1g é apresentada na Figura 5. Nesta figura os
atomos de carbono estdo representados pela cor amarela, os oxigénios pela cor vermelha e os

hidrogénios pela cor azul.

Figura 5 — Representacédo da substancia (2E)-1-(2’-hidroxi-3",4’,6’trimetoxifenil)-3-
fenilprop-2-en-1-ona (C1g0sH3).
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5.2 Andlise Espectroscépica do Composto (2E)-1-(2’-hidroxi-3,4’,6’trimetoxifenil)-3-
(fenil)-prop-2-en-1-ona
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Os espectros FT-Raman e FT-IR de amostras policristalinas do composto (2E)-1-(2’-
hidroxi-3’,4°,6’trimetoxifenil)-3-(fenil)-prop-2-en-1-ona (C150sH1s ) séo apresentados na

Figura 6.

Figura 6 - Espectros FT-Raman e FT-IR do composto sintético (2E)-1-(2’-hidroxi-
3’ 4° 6’ trimetoxifenil)-3-(fenil)-prop-2-en-1-ona nas regides, 3200 cm™ & 2500 cm™ e 1840
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No espectro FT-Raman foram observadas 48 bandas entre as quais: 26 tiveram uma
intensidade muito fraca, 01 intensidade fraca, 9 intensidade media, 5 intensidade forte e 7
intensidade muito forte. Onde a maioria apresentaram uma intensidade muito fraca. Enquanto
no espectro FT-IR foram identificadas 51 bandas e apresentam 3 com intensidade muito fraca,
01 intensidade fraca, 04 intensidade media, 16 intensidade forte e 27 intensidade muito forte.

A molécula C,305H;g possui 41 atomos, portanto possuem 123 graus de liberdade
(3N), excluindo-se os trés modos rotacionais e os trés movimentos translacionais (3N-6) séo
esperados 117 modos vibracionais. Na Tabela 1 ha uma descri¢do detalhada dos nimeros de
onda atribuidos associados a cada uma das bandas Raman e Infravermelho. Na 12 coluna estdo
os valores dos numeros de onda calculados pelo método DFT (wcarc), ha 22 coluna 0s niUmeros
de onda escalonados (mesc) € Na 3% e 4 2 coluna os valores experimentais para 0 composto, em

nimero de onda (cm™), obtidos por espectroscopia Raman (®gr-raman) € pOr Infravermelho
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(wrrRr) respectivamente, j& na 5% coluna estd representada a classificagdo dos modos

vibracionais.

Tabela 4- Numero de onda calculado (mcaic), NUMero de onda escalonado (wesc) por fatores de escala
dual (0,9626 para regido entre 10 & 1800 cm™ e 0,9440 para regido 2800 & 4000 cm™), nimeros de

onda experimentais observados no Raman (oprRraman) € Infravermelho (wer.r) @ temperatura

ambiente (em unidades cm™) e classificacio dos modos vibracionais do composto sintético

HYTFENIL.

Wege  Wese OFT-Raman  OFT-R Atribuigdo dos modos vibracionais com PED" (%)

12 12 T (C5’C6'C1°C) (10) + T (C6'C1’CCal) (12) + T (C8’04CA4’C5’) (47)

18 17 T (C5’C6'C1'C) (18) + T (C6'C1’CCal) (26) + T (C8'04C4’C5’) (17)

20 19 T (CaCBC1C2) (59) + 1 (C1'CCaCP) (31)

47 45 8 (CaCPCL) (26) + 6 (C1'CCa) (19) + & (CCaCP) (28)

67 64 65m T (C4’C5’C6’'C1’) (14) + T (C7'05C6'C5’) (33) + 1( CBO4CA'C5’) (12)

77 74 T (C5'C6'C1'C) (12) + T (C1'CCaCP) (10) + T (CCaCPC) (15) + v (CPC2C6CI) (12)

102 98 86m T (C6'C3'C4’C5’) (20) + 1 (C7°05C6’C5’) (11) + T (C9’03C3’C4’) (15)

103 99 T (C7’05C6’C5’) (12) + T (C9’03C3'C4’) (32)

111 107 T (C3'C4’C5'Ce’) (10) + 1 (C1'CCaCP) (23) + T (C9’03C3'C4’) (12)

121 116 1 (C6’C1'CCal) (22) + T (C7’05C6°C5’) (14)

147 142 137vw 8 (03C3’C6’) (12) + 1 (HC9'03C3’) (27) + T (€C9'03C3'C4’) (18)

198 191 T (C3’'C4’C5'C6’) (15) + t (C6’C3’C4’C5’) (15) + T (C4’C5'C6'C1’) (19) + v (O4C5'C3'C4’) (12)

201 193 d (C6’C1'C) (16) + 6 (CPCICO) (11) + 6 (O5CE'CE’) (17) + 6 (C7'05C6’) (14)

206 198 3 (04C4’C3’) (15) + 6 (O5C6’C5’) (16)

230 221 8 (C9’03C3’) (18) + v (03C4’C6'C3’) (22)

243 234 T (HC8'04C4’) (58) + 1 (C6'C3’C4’C5’) (13)

264 254 5 (04C4°C3’) (14) + 5 (CPCICO) (13) + 5 (C8'04C4’) (16)

277 267 T (C6C5CA4C3) (14) + T (C3'C4’C5'C6’) (30) + T (CCaCPCl) (21)

286 275 287vw T (HC7°05C¢’) (52)

312 300 T (C5'C6'C1'C) (23) + 1 (C3'C4’C5'C6’) (22)

324 312 325vw 8 (03C3'Ce’) (24)

356 343 3 (C6’C1'C) (14) + & (C8'04C4’) (31)

376 362 8 (C6'C3'C4’) (10) + 5 (C3'C4’C5’) (16) + 6 (03C3°CH’) (11)

413 398 382vw T (HC2C3C4) (10) + T (HC6C5C4) (12) + T (C6C5CAC3) (33) + T (C5C4C3C2) (20) +
T (C1C2C3C4) (18)

429 413 420vw 417m v (C1'C) (12) + & (C4'C5’CE’) (16) +6 (C8’04C4’) (11)

439 423 8 (02C6°C1) (33)

467 450 453vw 454m d (C7'05C6’) (11)

498 479 v (CBC2C6C1) (33)

501 482 487vw 486m d (CaCPC1) (10) + & (C1'CCal) (15)

514 495 499vw 496vw 8 (C9'03C3’) (23)

574 553 517vw v (C3'C4’) (18) + v (04C4’) (10) + 6 (C6'C3'C4’) (15)

592 570 577Tvw 575s 3 (01CCa) (26) + & (C1C2C3) (18)

622 599 593vw 595vw T (HC5’C6C1) (23) +y (O1C3'C1'CE’) (22) +y (O2C5'C3'C4’) (28)

633 609 8 (C6C5C4) (22) + 6 (C4C3C2) (38) + 6 (C1C2C3) (13)

641 617 618vw 617m v (C1'C) (11) + & (O1CCa) (10) + & (C3'C4’C5’) (11)

655 631 630vw v (01CaC1’C) (15) +y (O5C5’C1’Ce’) (40)

693 667 656vw T (C1C2C3C4) (13) +y (02C3’'C1’C6’) (13) +y (03C4’C6’C3’) (13) +y (04C5’C3’C4’) (15)

701 675 688vs T (HC4C5C6) (10) + T (C3’C4’C5’'C6’) (10) + T (C1C2C3C4) (26) + v (02C3’C1’C6’) (13)
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731
753
767
782

802

851

853

899

916

932

966

973

989

999

1015
1026
1037
1045
1056
1111
1115
1157
1171
1176
1177
1189
1209
1218
1223
1239
1240
1248
1274
1320
1332
1356
1357
1368
1381
1477
1482
1490
1492
1500
1503
1504
1508
1516
1518
1527
1531
1540
1615

704
725
738
753

772

819

821

865

882

897

930

937

952

962

977

988

998

1006
1017
1069
1073
1114
1127
1132
1133
1145
1164
1172
1177
1193
1194
1201
1226
1271
1282
1305
1306
1317
1329
1422
1427
1434
1436
1444
1447
1448
1452
1459
1461
1470
1474
1482
1555

721vw
729vw
756vw
768vw
781vw
798vw
835vw

872vw
902vw

969vw

990w
1000m

1027vw

1085s
1117vw

1154vw

1181m

1204m

1242m

1268s

1302vw

1318m
1378vw

1440w

1460vw

1487s
1554vs

720vs

757vs

765vs

792vs

837s

871vs
893vs

964vs
990vs
998vs
1009vs
1025s

1074vs
1123vs

1152vs

1206vs
1246vs
1268vs
1287vs
1317vs

1333vs
1419vs

1439vs

1455vs

1468vs

1558vs

vy (01CaC1'C) (32)

§ (04C4’C3’) (11) + & (O5C6'CS’) (21)

v (03C3’) (14) + & (01CCa) (16) + & (C5C4C3) (10)

7 (HC3C4C5) (11) + T (HCAC5C6) (10) + T (HC5C4C3) (11) + T (C1C2C3C4) (17) +
v (01CaC1’C) (13) +y (CPC2C6CI) (13)

T (HC5’C6’C1) (69)

v (CBC1) (10) + & (C5C4C3) (19)

T (HC2C3C4) (24) + t (HC6C5C4) (27) + T (HC3C4C5) (21) + T (HC5CAC3) (19)
T (HCaCBC1) (57)

4 (CaCpC1) (11) + 5 (023CCa) (10) + & (CCaCP) (14)

1 (HCaCPC1) (11) + T (HC2C3C4) (24) + T (HC6C5CA) (22) + T (HCACSCH) (29)
7 (HO2C6’C3’) (92)

7 (HC2C3C4) (18) + t (HC6C5CA) (15) + T (HC3CACS) (25) + T (HC5C4C3) (33)
v (04C4’) (31) + v (03C9’) (13)

7 (HC3CA4CS5) (23) + 1 (HCAC5C6) (30) + t (HC5CAC3) (17) + T (C6C5CAC3) (10)
§ (C6C5C4) (33) + & (CAC3C2) (16) + & (C5C4C3) (20)

v (05C7’) (32) + v (04C8’) (13) + & (C4’C5’C6’) (12)

T (HCaCBC1) (15) + T (HCBC1C2) (70)

v (03C9’) (50)

v (C4C3) (21) + v (C5C4) (27)

v (C6C5) (12) + v (C3C2) (19) + & (HC2C3) (10) + & (HC6C5) (12) + 6 (HCAC3) (15)
v (CCa) (19) + v (04C8’) (19)

v(02Ce6’) (16) + v (05C7’) (21)

r (C8'Hs) (26) + T (HC8'04C4’) (70)

r (C7’Hs) (26) + T (HC7°05C6’) (70)

r (C9’Hs) (26) + T (HC9’03C3’) (70)

& (HC3C2) (17) + & (HCAC3) (30) + & (HC5C4) (16)

& (HC2C3) (26) + & (HCECS) (19) + & (HC3C2) (13) + & (HC5C4) (15)

r (C9’Hs) (10) + T (HC9’03C3’) (44)

T (HC8'04C4’) (27)

v (C1’C) (11) + & (HC5’CE’) (18) + & (HCaCP) (13)

v (C1C2) (13) + v (CPC1) (21) + & (HCPCa) (16)

v (04C4’) (13) + v (O5C6’) (14) + & (HC5'CE’) (14)

v (C4’C5’) (13) + v (03C3’) (24)

v (C6'C3’) (17)

d (HCBCa) (17)

v (02C6’) (18)

v (CaCP) (13) + v (C1C2) (11) + & (HCBCa) (30)

8 (HC2C3) (24) + 5 (HC6CS) (22) + & (HCAC3) (13)

v (C5’C6’) (10) + & (HCaCB) (24)

wag (C9’H;) (54) + wag (C8’Hs) (14)

wag (C9’Hs) (10) + wag (C8’Hs) (11) + wag (C7’H3) (34)

8 (HCAC3) (12) + 845 (C9'H3) (12)

8 (HC4C3) (10) + 84 (C9'Hs) (22)

8as (C8'Hs) (63) + T (HC8'04C4’) (12)

Bas (C9'H3) (19) + Oas (C8'Hs) (15) + 845 (C7'Hs) (24)

Sas (C7'Hs) (69) + T (HC7'05C6’) (14)

O (C8Hs) (62) + T (HC8'04C4’) (11)

Bas (C8'Hs) (17) + 8as (C7Hs) (33)

§ (HO2C6') (17) + 84 (C7’Hs) (10)

8as (C9’Hs) (77) + T (HCY’03C3’) (14)

v (CO1) (12) + 8,5 (C7’H3) (28) + 845 (C8’Hs) (10)

§ (HC2C3) (17) + & (HC6CS) (15) + & (HC3C2) (15) + & (HC5C4) (19)

v (CO1) (20) + v (C4’C5’) (14)

P
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1629 1568 v (C3C4) (15)

1632 1571 1576m v (C5'C6’) (12) + v (C3'C4’) (10) + v (C3C4) (10)
1657 1595  1596vs v (C6C5’) (30) + v (C3C2) (10)
1677 1614 v (C6'C3') (15) + 5 (HO2C6') (30)
1694 1631 1624vs  1629vs v (CaCP) (44)+v (O1C) (13)
2871 2710 v (02H) (95)

3019 2850  2842vw v (C9’H3) (99)

3028 2858 vs (C7’H5) (100)

3058 2887 2882vw  2881s v, (C8'H3) (99)

3095 2922 2915s Vas (C7’Hs) (100)

3111 2937  2946vw 29465 Vas (C9’H3) (100)

3137 2961 Vas (C8Hs) (99)

3148 2972  2975vw  2972s Vas (C9'H3) (99)

3152 2975 Vas (C7’Hs) (89)

3157 2980 2988vw  2986s Vas (C8'H) (98)

3177 2999  3007vw  3004s v (CBH) (56) + v (C2H) (23) + v (C3H) (10

) ( )
3180 3002 v (CBH) (37) + v (C3H) (15) + v (C4H) (18) + v (C5H) (19)
3185 3007 v (C2H) (36) + v (C6H) (10) + v (C5H) (35)
3194 3015 v (C2H) (22) + v (C6H) (16) + v (C3H) (19) + v (C4H) (31) + v (C5H) (11)
3203 3024 3021s v (C6H) (47) + v (C3H) (29)
3210 3030 v (C6H) (21) + v (C3H) (20) + v (C4H) (31) + v (C5H) (23)
3255 3073  3058vw v (C5’H) (99)
3281 3097 3113s v (CaH) (99)

Nomenclatura: t = torsdo (twisting); & = deformacéo (bending); 3,5 = deformacao assimétrica (asymetric bending) r =
balanco (rocking); wag = sacudida (wagging); sc = tesoura; (scissoring); v = estiramento (stretching); vo = estiramento
simétrico (symetric stretch); vas = estiramento assimétrico (asymetric stretch); vs= muito forte (very strong); s = forte

(strong); m = média (medium); w = fraca (weak); vw =muito fraca (very weak).

A atribuicdo das vibracdes moleculares para o composto sintético (2E)-1-(2’-hidroxi-
3°,4°,6’trimetoxifenil)-3-(fenil)-prop-2-en-1-ona mostra que a maioria das bandas no FT-Raman e FT-
IR correspondem a mistura de modos vibracionais.

Na regido espectral de menores nimeros de onda inferior a 200 cm™' foram modos internos
mistos relacionados principalmente a modos de tor¢do C’C’C’C’, C’O’C’C’ e deformacéo angular do
O’C’C’. Lembramos que o calculo DFT foi realizado para uma molécula ndo fornece informacdes
sobre os modos de rede e, portanto, os numeros de onda calculados e escalonados sdo apenas
parcialmente confidveis nesta faixa. Portanto, os modos que aparecem na regido do pequeno numero
de onda podem ser o resultado da combinacao das deformagdes dos anéis (conforme calculado) com os
modos de rede (como esperado).

A maioria das bandas nos espectros Raman e no infravermelho na regido de 200 a

1000 cm™ correspondem a misturas de modos de vibracdo do tipo torcdes, deformacdes

angulares e as deformagdes fora do plano. As torcdes dos atomos HCCC, CCCC, C’C’C’C’ séo
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predominante em toda essa regido, enquanto que as deformacdes fora do plano dos atomos
O°C’C’C’ ocorrem com mais frequéncia na regido que compreende 622 cm™ < @caic < 782 cm™.

Na regido de 1000 a 1800 cm™ observa-se a predominancia de modos de estiramentos
dos atomos C-C, C"-C’ e C’-O’. Mas também é possivel observar uma localizacéo acentuada
dos modos CH3. As bandas de estiramento C-C e C’-O sdo observados nas regides entre 1045
eM™ < @cae < 1157 em™, 1239 cm™ < @y < 1381 cm™ € 1615 cM™ < @care < 1694 cm™. Vale
ressaltar que o modos de estiramento da carbonila C=0 é observado tanto no Raman em 1424
cm™ como no espectro infravermelho em 1429 cm™. Vibracdes rocking ocorrem nos niimeros
de onda calculados 1171, 1176, 1177 e 1488 cm™, porém esses modos nio tém
correspondéncia com nenhuma banda Raman e IR do composto HYTFENIL. Uma banda IR
de muito forte intensidade em 1419 cm™(we =1477 cm™) que foi identificada como sendo
associada as vibragdes wagging do C’Hs. Vibragdo tipo deformacdo assimétrica do C’Hs
aparecem na regifo entre 1490 cm™ < wce < 1531 em™. Uma banda IR de muito forte
intensidade em 1455 cm™ (wecy =1516 cm™) e foi identificada como sendo associada as
deformacdes assimétricas do C17H3 e do C18Hs.

Na regido entre 2800 cm™ e 4000 cm™ sdo observadas principalmente bandas
originadas a partir de estiramento dos grupos funcionais CH, C’H, C’H; e OH. As bandas
Raman e infravermelho nesta regido sdo de baixa intensidade e sdo principalmente associadas

aos grupos metil da molécula.
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5.2 Atividade Antimicrobiana e Moduladora

Este é o primeiro estudo da atividade antibacteriana e moduladora do composto
sintético HYTFENIL derivado da substancia natural 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona

(C1105H1y) isolada de Croton anisodontus Mull.,

5.2.1 Concentracdo Inibitéria Minima e Moduladora

A concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do composto foi de 1024 ug mL™ para todas
as cepas bacterianas testadas, portanto ndo houve diferenca na sensibilidade ao composto
entre as cepas. Foi observado que a CIM do DMSO (1024 pg mL™) foi semelhante a do
composto. Logo, ndo se pode afirmar que o composto possui efeito inibidor do crescimento
das bactérias Escherichia coli ATCC 10536 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

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

Na determinacdo das CIMs, um efeito é tido como sinérgico quando observa-se uma
contribuicdo favoravel na acdo do antibidtico junto ao composto, com diminui¢do da sua
concendwsadtracdo inibitéria minima. Ja o efeito antagbnico, ocorre justamente o oposto,
com diminuig&o ou inativagdo no efeito do antibacteriano (COUTINHO et al., 2011).

Na CIM dos aminoglicosideos na presenca e na auséncia da substancia sintética
HYTFENIL na concentracdo CIM/8 (128 ng/mL), frente as linhagens de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli apresentaram um efeito inibidor significativo no crescimento das
bactérias. Um efeito antagonista foi observado quando associada a droga gentamicina frente a
bactéria Staphylococcus aureus, porém obteve sinergismo quando associada esse
aminoglicosideo é modulado com a bactéria Escherichia coli com resultado estatisticamente
significativo (p<0,001). J& a combinacdo da substancia sintética junto com antibidtico
amicacina frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli ocorreu sinergismo
com significancia de p<0,01. Estes resultados demonstram que as plantas medicinais podem
se tornar um importante adjuvante das drogas antibacterianas e no controle da resisténcia

bacteriana.
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Figura 7. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do antibidtico gentamicina na presenca e na
auséncia da substancia HYTFENIL, em uma concentragdo CIM (128 pg/mL), frente a

bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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Figura 8. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do antibidtico amicacina na presenca e na
auséncia da substancia HYTFENIL, em uma concentracdo CIM (128 pg/mL), frente a

bactéria Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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Um estudo realizado sobre a substancia natural 2-hidroxi-3,4,6 trimetoxiacetofenona,
indicaram que o contato direto, frente a bactéria S. aureus na associagdo com o antibiotico
amicacina ocorreu um sinergismo com significancia com p<0,001 (OLIVEIRA et al., 2013).

Estudos anteriores indicam que a possivel atividade sinérgica observada pode ser

devido a constituicdo de metabolitos secundarios presentes no extrato e no 6leo de espécies do
género Croton (JUNIOR et al.,2011) como os taninos e flavonoides que séo sintetizados por
plantas em resposta a infeccdes microbianas (HO et al.,2000), sendo capazes de alterar a
parede celular ou destruir a membrana plasmatica facilitando absor¢édo das drogas (MATIAS
et al., 2010; FIGUEREDO et al.,2013). Além de indicarem a presenca de alcaloides que
apresentam uma atividade antimicrobiana conhecida (RIBEIRO et al., 1993; TSACHEVA et
al.,2004).
Devido a absorcdo para o espaco intracelular, a toxicidade celular ¢ comum para todos 0s
aminoglicosideos com excecdo da estreptomicina. Nefrotoxicidade, ototoxicidade e bloqueio
neuromuscular sdo os mais importantes efeitos toéxicos dos aminoglicosideos (VALLEJO et
al.,2001; OLIVEIRA et al.,2006).

A combinacdo do composto com os aminoglicosideos pode ser uma alternativa para
minimizar os efeitos indesejaveis desses antibidticos, quando utilizadas para o tratamento de
S. aureus e E. coli uma vez que associacdo acarreta em um efeito sinérgico reduzindo
significativamente a CIM destas drogas, diminuindo entdo a dose necessaria para que haja
sucesso terapéutico (FIGUEREDO et al.,2013).
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6 CONCLUSOES

O proposito maior deste trabalho é visibilizar a caracterizacdo estrutural e
espectroscopica da substancia sintética (2E)-1-(2’-hidroxi-3’,4’,6’trimetoxifenil)-3-
(fenil)-prop-2-en-1-ona extraida de uma planta medicinal e sintetizada.

Adicionalmente, pretende-se que a experiéncia, técnicas, e 0s resultados deste
trabalho de investigacdo basica, possibilite o entendimento das propriedades fisicas e
quimicas de compostos sintéticos. Deste conhecimento cientifico almeja-se agregar
valor econdmico a essas substancias por meio de fabricacdo de novas drogas e/ou
produtos e desenvolvimento de novas aplicagcdes tecnoldgicas de biomoléculas que

sejam compartilhados com os setores produtivos afins.
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