
 

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI – URCA 

 CENTRO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS E DA SAÚDE - CCBS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM QUÍMICA BIOLÓGICA – PPQB 

 

 

 

RAÍSSA CRUZ OLIVEIRA 

 

 

 

 

ANÁLISE ESTRUTURAL E ESPECTROSCÓPICA, AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 

ANTIBACTERIANA E DE BOMBA DE EFLUXO DA MISTURA TRITERPÊNICA 

α,β-AMIRINA ISOLADA DA RESINA Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crato 

2021 



ii 
 

RAÍSSA CRUZ OLIVEIRA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANÁLISE ESTRUTURAL E ESPECTROSCÓPICA, AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 

ANTIBACTERIANA E DE BOMBA DE EFLUXO DA MISTURA TRITERPÊNICA 

α,β-AMIRINA ISOLADA DA RESINA Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand 

 

 

 

Dissertação de Mestrado apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação em Química Biológica, da 

Universidade Regional do Cariri, como requisito 

parcial para obtenção do Título de Mestre em Química 

Biológica.  

                                                                  Orientador: Dr. Alexandre Magno Rodrigues Teixeira  

                                                                   Coorientador: Dr. Paulo Nogueira Bandeira  
 

 

 

 

 

 

 

 

Crato 

2021 



iii 
 

FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA 

BIBLIOTECA CENTRAL DA UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA 
 

  

Oliveira, Raíssa Cruz 

Análise estrutural e espectroscópica, avaliação da 

atividade antibacteriana e de bomba de efluxo da mistura 

triterpênica α,β-amirina isolada da resina Protium 

heptaphyllum (Aubl.) Marchand. 169 páginas. 

Dissertação de Mestrado – Universidade Regional do 

Cariri - Centro de Ciências Biológica e da Saúde – 

Departamento de Química Biológica. 

1.α,β-amirina 2.Espectroscopia 3.Atividade 

antibacteriana I. Universidade Regional do Cariri – 

Centro de Ciências Biológica e da Saúde – Departamento 

de Química Biológica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iv 
 

Termo de Autorização para Publicação de Teses e Dissertações Eletrônicas  

Na qualidade de titular dos direitos de autor da publicação abaixo identificada, autorizo à 

Universidade Regional do Cariri – URCA, a disponibilizar por tempo indeterminado ao alcance 

do público a obra abaixo citada, através do site http://bdtd.ibict.br/bdtd/, bem como da rede 

mundial de computadores – Internet, sem pagamento dos direitos autorais, de acordo com a Lei 

nº 9610/98, conforme permissões assinaladas, para fins de leitura, impressão e/ou download, a 

título de divulgação da produção científica brasileira, a partir desta data, atendendo à Portaria 

Nº 13 de 15/02/2006 da CAPES.  
 

Identificação do Material Bibliográfico: (x) Dissertação ( ) Tese 

Autor: Raíssa Cruz Oliveira 

CPF:025.813.733-93 RG: 2003034068053 

Nacionalidade: Brasileira Estado Civil: Solteira 

Endereço: Avenida Duque de Caxias, 153, Bairro: Centro 

CEP: 63100-390 Cidade: Crato Estado: Ceará 

Fone/Celular: (88) 999267213 E-mail: yssinha_cruz@hotmail.com 

Título: Análise estrutural e espectroscópica, avaliação da atividade antibacteriana e de bomba 

de efluxo da mistura triterpênica α,β-amirina isolada da resina Protium heptaphyllum (Aubl.) 

Marchand. 

Orientador: Dr. Alexandre Magno Rodrigues Teixeira 

Coorientador: Dr. Paulo Nogueira Bandeira 

Membros da Banca:  Dr. Hélcio Silva dos Santos; Dr. Emmanuel Silva Marinho. 

 

Data da Defesa: 26/10/2021  Curso: Mestrado 

Área do Conhecimento: Química Biológica 

Palavras-Chave: Espectroscopia; α,β-amirina; Atividade antibacteriana; ADMET 

Agência de Fomento:  

Informações de Acesso ao Documento para publicação  ( x ) Acesso  

Total 

( ) Acesso 

Parcial 

Em caso de publicação parcial, especifique o(s) arquivo(s) e/ou capítulo(s) restrito(s): 

 
 

Crato, 06 de janeiro de 2022  

Havendo concordância com a publicação eletrônica enviamos o(s) arquivo(s) em formato 

digital PDF da dissertação gerada a partir da versão final corrigida e aprovada pelo Orientador. 

A restrição (parcial ou total) poderá ser mantida por até dois anos a partir da data de autorização 

da publicação sob responsabilidade do Programa. A extensão deste prazo demandará 

justificativa formal apresentada será comunicada à CAPES. 

 

 Assinatura do Autor:                                                     Assinatura do Orientador: 

                                                                                                                     
 

 



v 
 

RAÍSSA CRUZ OLIVEIRA 

 

ANÁLISE ESTRUTURAL E ESPECTROSCÓPICA, AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 

ANTIBACTERIANA E DE BOMBA DE EFLUXO DA MISTURA TRITERPÊNICA 

α,β-AMIRINA ISOLADA DA RESINA Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand 

 

Dissertação de Mestrado apresentada ao Programa 

de Pós-Graduação em Química Biológica, da 

Universidade Regional do Cariri, como requisito 

parcial para obtenção do Título de Mestre em 

Química Biológic 

 

Apresentação de defesa de Mestrado em: 26 de outubro de 2021. 

 

BANCA EXAMINADORA: 

 

__________________________________________________ 

Prof. Dr. Alexandre Magno Rodrigues Teixeira 

(Orientador / URCA) 

 

 

       

       

_____________________________________________________ 

Prof. Dr. Hélcio Silva dos Santos 

(Membro Titular / URCA) 

 

 
______________________________________________________ 

Prof. Dr. Emmanuel Silva Marinho 

(Membro Titular / UECE) 

 

 

 

 

 

 

 

 



vi 
 

DEDICATÓRIA 

 

Dedico este trabalho aos meus pais, Maria Luiza e José Rodrigues, que são a minha base, pelo 

incentivo e apoio em todos os momentos. Tive a benção de seguir seus passos na escolha de 

minha profissão como educadora e desejo de corpo e espirito poder ter sido merecedora dos 

esforços dedicados por vocês em todos os aspectos. E ao meu querido e iluminado orientador, 

sem o qual não teria conseguido concluir este belo trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vii 
 

AGRADECIMENTOS 

 

 

 

Primeiramente à Deus pela força, pela conclusão deste trabalho.  

A minha mãe Maria Luiza, meu pai José Rodrigues, e aos meus irmãos e irmâs Luiza, Jorge, 

Mariana, Rodrigo, Fábio George e Ana Luiza por todo o incentivo, preocupação, conselhos e 

amor que foram essenciais para minha formação profissional e formação pessoal.   

Ao meu anjinho Igor Kleber que com “a paciência de Jó” foi me guiando.  

Ao meu querido orientador o Prof. Dr. Alexandre Magno Rodrigues Teixeira pela paciência, 

confiança e pelos seus ensinamentos que muito irão me ajudar no crescimento pessoal e 

profissional.  

As minhas amigas Paloma, Sheylle, Deborah e Ranielle por minha ausência durante todo tempo 

de mestrado.   

Ao coorientador o Prof. Dr. Paulo Nogueira Bandeira pelas medidas de Ressonância Magnética 

Nuclear da amostra e ao composto α, β- amirina deste projeto de mestrado, como também a 

todo o suporte durante o mestrado.  

Ao professor Dr. Henrique Douglas Melo Coutinho por disponibilizar o espaço do Laboratório 

de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM), para a realização dos experimentos sobre 

atividade antibacteriana. 

A banca examinadora de qualificação e defesa de mestrado composto pelos membros Dr. Hélcio 

Silva dos Santos, Dr. Emmanuel Silva Marinho e Dr. Gilberto Dantas Saraiva pelas imensas 

contribuições para a melhoria deste trabalho.   

Aos professores e professoras do Programa de Pós-Graduação em Química Biológica (PPQB), 

e todos os colegas de laboratório (LaSEMol) por serem sempre cordiais comigo e pelos 

momentos de alegria, harmonia e ensinamentos.   

A todos os colegas da pós-graduação.  

 

 

 

 

 



8 
 

RESUMO 

 

A espécie Protium heptaphyllum pertence à família Burseraceae, popularmente conhecido 

por “almecegueira ou breu-branco”, produz uma oleorresina que apresenta como constituinte 

o triterpeno pentacíclico, α,β-amirina. É conhecido que esta mistura binária isomérica possui 

um amplo espectro de atividade farmacológica, como analgésico, anticonvulsivo, 

antidepressivo, antipancreático e antihiperglicêmico. No presente estudo, a estrutura 

molecular da α,β-amirina foi caracterizada por técnicas de Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN) de 1H e 13C, RMN bidimensional, espectroscopia de infravermelho com transformada 

de Fourier de refletância total atenuada (ATR-FTIR), Raman com transformada de Fourier 

(FT-Raman) e espectroscopia ultravioleta-visível (UV-Vis). Os espectros vibracionais, os 

orbitais moleculares de fronteira, e os descritores quânticos de reatividade global foram 

obtidos usando os cálculos baseado na Teoria do Funcional da Densidade (DFT). Os 

comprimentos de onda de absorção e as forças do oscilador para os três estados singletos 

desta mistura binária foram calculados usando a Teoria do Funcional da Densidade 

Dependente do Tempo (TD-DFT). Os parâmetros físico-químicos: constante de ionização 

(pKa), coeficiente de partição (log P), coeficiente de distribuição (log D), coeficiente de 

solubilidade (logS) e Área de Superfície Polar (PSA) foram preditos usando o programa 

Marvin JS da ChemAxon. O efeito cardiotóxico também foi avaliado usando a ferramenta 

computacional Pred-hERG. O comportamento farmacocinético das moléculas da α-amirina 

e β-amirina foi avaliado por estudos de absorção, distribuição, metabolismo e excreção e 

toxicidade (ADMET). A atividade antibacteriana da mistura de α,β-amirina contra as cepas 

multirresistentes de Escherichia coli 06 e Staphylococcus aureus 10, e seu potencial como 

inibidora das bombas de efluxo de Staphylococcus aureus 1199B e K2068, portadoras das 

proteína de efluxo NorA e MepA, respectivamente foram também avaliadas A partir do 

estudo das propriedades físico-químicas, foi possível inferir que os compostos α-amirina e 

β-amirina não possuem grupos ionizáveis em ambiente fisiológico. Eles são essencialmente 

lipofílicos e permanecem constantes entre pH 2-14. A partir do estudo das propriedades 

farmacocinéticas do AMDE, observou-se que a α-amirina e a β-amirina apresentaram valores 

que sugerem baixa absorção intestinal e não atingem o sistema nervoso central. Verificou-se 

também que apresentam menor risco de toxicidade hepática por ativação metabólica e não 

apresentam risco cardiotóxico. Foi observado que a α, β-amirina não apresenta atividade 

bacteriana direta clinicamente relevante. Entretanto, quando associada ao antibiótico 

gentamicina apresentou efeito sinérgico frente à cepa S. aureus 10. A α,β-amirina foi também 

capaz de inibir a ação da bomba de efluxo NorA contra o brometo de etídio. Portanto, a α,β-

amirina também tem potencial para aumentar a atividade antibacteriana quando associada a 

antibiótico gentamicina, e ela é também uma forte candidata como inibidora da bomba de 

efluxo. 

 

 

Palavras-chave: Espectroscopia; α,β-amirina; ADMET; Atividade antibacteriana; Bomba 

de efluxo. 
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ABSTRACT 

 

The species Protium heptaphyllum belonging to the Burseraceae family, popularly known as 

"almecegueira or breu-branco", produces an amorphous oleoresin that presents as constituent 

the pentacyclic triterpene, α,β-amirin. It is known that this binary isomeric mixture possesses 

a broad spectrum of pharmacological activity, such as analgesic, anticonvulsant, 

antidepressant, antipancreatic and antihiperglycemic. In this study, the molecular structure 

of α,β-amirin was characterized by techniques of Nuclear Magnetic Resonance (NMR) of 
1H, and 13C, and two-dimensional NMR, Fourier Raman Transform (FT-Raman) and Total 

Attenuated Reflectance Fourier Transform (ATR-FTIR) at room temperature. The 

vibrational spectra, the frontier molecular orbitals, and the global reactivity quantum 

descriptors were obtained using Density Functional Theory (DFT)-based computational 

calculations. The physicochemical parameters: ionization constant (pKa), partition 

coefficient (log P), distribution coefficient at pH 7.4 (log D7.4), solubility coefficient (log S) 

and Polar Surface Area (PSA) were predicted using ChemAxon's Marvin JS program. 

Afterwards, the compounds α-amyrin and β-amyrin were submitted to the prediction of the 

ADME pharmacokinetic properties using the SwissADME online server. The cardiotoxic 

effect was also evaluated using the Pred-hERG computational tool of the LabMol online 

server. The antibacterial activity of the mixture of α,β-amyrin against multidrug-resistant 

strains of Escherichia coli 06 and Staphylococcus aureus 10, and its potential as efflux pump 

inhibitor of  Staphylococcus aureus 1199B and K2068 strains, carrying the efflux proteins 

NorA and MepA, respectively were also evaluated. From the study of the physical-chemical 

properties it was possible to infer that the α-amyrin and β-amyrin compounds do not possess 

ionizable groups in physiological environment. They are essentially lipophilic and remain 

constant between pH 2-14. From the study of the pharmacokinetic properties AMDE it was 

observed that the α-amyrin and β-amyrin had values that suggest low intestinal absorption 

and do not reach the central nervous system. It was also verified that they present lower risk 

of hepatic toxicity by metabolic activation, and do not present cardiotoxic risk. It is noted 

that the α,β-amyrin does not present clinically relevant direct bacterial activity. However, 

when it was associated with the gentamicin antibiotic it showed synergistic effect against S. 

aureus 10 strain. The α,β-amyrin was also able to inhibit the action of the NorA efflux pump 

against ethidium bromide. Therefore, the α,β-amyrin also has potential to increase 

antibacterial activity when it is associated to gentamicin antibiotic, and it is also a strong 

candidate as efflux pump inhibitor. 

 

 

Keywords: Spectroscopy; α,β-amyrin; ADME; Antibacterial activity; Efflux pump   
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IR                             Infravermelho  

ATR-FTIR        Infravermelho com Transformada de Fourier por Refletância Total Atenuada 

UV-vis                 Espectroscopia no Ultravioleta Visível 

PPB                      Ligação às proteínas plasmáticas  

Rot B                    Ligações rotativas 

WlogP                  Lipofilicidade  

BOILED-Egg       Permeação do Brain Or IntestinaL EstimateD   

MW                      Peso Molecular  

FT-Raman            Raman com Transformada de Fourier  

RO5                      Regra dos Cincos Lipinski  

RMN                    Ressonância Magnética Nuclear  

SNC                     Sistema Nervoso Central  

DFT                     Teoria Fundamental da Densidade  

CCCP                  Carbonil cianida m-clorofenilhidrazona  

CPZ                     Clorpromazina  

EtBr                     Brometo de etídio   
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CIM                     Concentração Inibitória Mínima  

MFS                    Major facilitator superfamily 

ABC                    ATP-binding cassette 

SMR                    Small multidrug resistance 

RND                    Resistance nodulation cell division 

MATE                   Multidrug and toxic compound extrusion 

AMY                   α, β-amirina 

PRO                    Prolina 

LEU                    Leucina 

ILE                      Isoleucina  

PHE                     Fenilalanina 

SER                     Serina  

GLU                    Glutamato (Ácido Glutâmico) 

TYR                    Tirosina 

THR                    Treolina 

ARG                   Arginina 

VAL                   Valina 
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1.Capítulo 1- INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

1.1 OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS 

 

A biodiversidade tem se provado como uma fonte promissora de insumos farmacêuticos 

ativos, particularmente quanto à finalidade farmacêutica e à sua utilização em produtos 

medicinais. Neste contexto, os oleorresinas, cujas fontes vegetais são amplamente distribuídas 

na região Amazônica, têm-se revelado muito versáteis para aplicações farmacológicas (IBGE, 

2010). Desse modo, a busca por substâncias bioativas que podem ser encontrados nessas 

oleorresinas é um campo de destaque na ciência brasileira, visto que o Brasil abriga a maior 

biodiversidade do planeta.  

Os triterpenos pentacíclicos são de grande interesse devido às diversas atividades 

biológicas apresentadas, servindo como candidatos ou protótipos na descoberta e na produção 

de novos medicamentos (ALVARENGA; FERRO, 2005). 

A espécie Protium heptaphyllum Aubl. pertencente à família Burseraceae, é 

popularmente conhecida por "almecegueira", produtora de uma resina, cuja o constituinte 

principal é uma mistura triterpênica de nome α,β-amirina. Suas atividades farmacológicas já 

conhecidas são analgésica, anticonvulsivante, antidepressiva, antiinflamatório, antipancreática 

e antihiperglicêmica (NOGUEIRA et al., 2018). Entretanto, uma atividade biológica ainda 

pouco explorada é seu potencial antibacteriano.  

A resistência bacteriana aos antibióticos de uso clínico vem crescendo de forma 

acelerada em todo o mundo, sendo de conhecimento que o principal mecanismo de resistência 

é o sitema de bombas de efluxo. Para controlar a resistência bacteriana se tem adotado a 

associação de antibióticos com substâncias capazes de inibir estas bombas. Existem diversas 

substâncias que já foram identificadas como inibidores de bombas de efluxo, tais como os 

compostos triterpênicos (STAVRI; PIDDOCK; GIBBONS, 2007). 

Estudo de docagem molecular são realizados após descoberta de nova atividade 

biológica inerente, com a finalidade de modelar a interação entre molécula e proteína, o que 

nos permite caracterizar o comportamento de moléculas no local de ligação das proteínas alvo 

(MCCONKEY; SOOLEY; EDELMAN 2002).  O que se trata ser de muito valor quando se 

testa um composto formado por misturas isoméricas. 

A espectroscopia é o principal instrumento para a identificação e elucidação estrutural 

de compostos orgânicos (LOPES, 2004; TEIXEIRA et al., 2018). Possibilitando caracterizar 

possíveis compostos bioativos, os quais os resultados são de crucial importância para os centros 
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de pesquisas, visto que as propriedades físico-químicas de compostos são decorrentes de 

alterações estruturais que podem influir na atividade biológica (FRAGA, 2001).  

Um desafio na descoberta de compostos bioativos é o tempo prolongado para que o 

composto recém-sintetizado se torne um agente terapêutico comercializável (PAN et al., 2013; 

AKKARI et al., 2016). Um caminho alternativo para redução do tempo seria a análise de 

compostos bioativos executada através de computador (in silico) para selecionar e eliminar 

compostos com propriedades ADME (absorção, distribuição, metabolismo e excreção) 

indesejáveis e selecionar os candidatos mais promissores ainda na fase inicial da pesquisa 

(RALLABANDI et al., 2020).  

Neste trabalho foi realizado um estudo sistemático sobre as propriedades estruturais e 

vibracionais da mistura binária isomérica α,β-amirina, o qual foi caracterizadas por 

espectroscopias no ultravioleta-visível (UV-Vis), espectroscopia de Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN), Raman com Transformada de Fourier (FT-Raman) e infravermelho com 

Transformada de Fourier por Refletância Total Atenuada (ATR-FTIR). Adicionado a estudo in 

silico de propriedades ADME e atividade antibacteriana, moduladora e inibidora de bomba de 

efluxo da mistura α,β-amirina obtida da resina de Protium heptaphyllum. Juntamente com a 

investigação da propriedade de biodisponibilidade moleculares desejáveis para o 

desenvolvimento de novos fármacos.  

Os questionamentos iniciais para realização deste trabalho se resumem a: Qual o número 

de onda e a intensidade banda da mistura binária α,β-amirina? Quais as bandas Raman e IR 

(infravermelho) semelhantes entre o composto α,β-amirina e seus constituintes químicos 

isolados? Quantas e quais bandas Raman e IR são mais significativas/principais no espectro 

vibracional do composto? Para os espectros experimentais, há uma diferença significativa nas 

intensidades ou nos números de onda com respeito a técnica empregada ser espectroscopia no 

IR, ou no de espalhamento Raman? A mistura α,β-amirina tem ação antibacteriana direta? Tem 

capacidade de modular a ação de antibióticos frente a bactérias multirresistentes ou portadoras 

de bomba de efluxo? Pode ser utilizado como um inibidor de bomba de efluxo? A mistura α,β-

amirina possui viabilidade para se tornar um fármaco? 

 

1.2 ESTRATÉGIAS DE PESQUISA 

 

 

 Na dissertação foi utilizada as técnicas espectroscópicas conhecidas: infravermelho, 

espalhamento Raman, ultravioleta-visível (UV-Vis) e de ressonância magnética nuclear (RMN) 

para caracterização molecular da α,β-amirina. Posteriormente o comportamento 
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farmacocinético da mistura α,β-amirina foi avaliado por estudos de absorção, distribuição, 

metabolismo e excreção e toxicidade (ADMET). 

A espectroscopia na região do infravermelho apresenta diversas aplicações entre elas 

pode-se citar áreas como a detecção química, imagem biológica e caracterização de materiais 

onde é possível por meio das técnicas espectroscópicas analisar moléculas pequenas até 

sistemas mais complexos (BERTHOMIEU; HIENERWADEL, 2009; JONES et al., 2019). 

O infravermelho é comumente encontrado em muitos laboratórios de pesquisa no qual 

é possível utilizar a amostra em estado sólido, amorfo ou cristalino, soluções aquosas, solventes 

orgânicos, filmes, pastilhas de KBr e membranas (MANTSCH; CHAPMAN 1996; FORATO 

et al., 2010).  

Com a espectroscopia Raman, através de uma luz dispersa, analisa-se as vibrações 

moleculares que podem fornecer informações sobre a estrutura, ligações moleculares, simetria 

e ambiente eletrônico, possibilitando um estudo quantitativa e qualitativa dos compostos (DAS; 

AGRAWAL, 2011). 

A espectroscopia de RMN é uma técnica da química analítica utilizada não só para 

determinar as estruturas de moléculas, mas também para verificar o teor da pureza de uma 

determinada amostra, acompanhar o rendimento de uma reação de síntese e analisar 

quantitativamente amostras contendo misturas de compostos cuja estrutura é conhecida. 

Portanto, a espectroscopia RMN é uma das ferramentas mais poderosas para elucidar a estrutura 

de espécies orgânicas e inorgânicas (PAULI; JAKI; LANKIN, 2005).  

A espectroscopia UV-vis tem sido amplamente utilizada para facilitar a análise 

qualitativa e quantitativa. A aplicação desta técnica podendo ser utilizada na verificação de 

ingredientes farmacêuticos e na estabilidade de compostos. Dependendo da estrutura do 

composto analisado, as informações fornecidas pelo UV-vis podem variar detalhes estruturais 

ou eletrônicos (EDWARDS; ALEXANDER, 2017). 

Em se tratanto ao estudo ADME. Para que um composto químico seja elevado a um 

composto bioativo é necessário que se satisfaçam alguns critérios relacionados a esse estudo 

que são os seguintes: i) o composto deve apresentar relativa estabilidade em meio ácido e 

básico; ii) possuir a característica de ser hidrossolúvel para facilitar sua distribuição pela 

corrente sanguínea; iii) apresentar uma relativa lipossolubilidade para atravessar a membrana 

celular; iv) possuir boa disponibilidade dentro das células (OLIVEIRA, 2004). 

A absorção gastrointestinal e o acesso ao sistema nervoso cerebral são dois 

comportamentos farmacocinéticos cruciais ao processo de descoberta de fármacos. Para tanto, 

o método de permeação do Brain Or IntestinaL EstimateD (BOILED-Egg) é proposto como um 
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modelo preditivo preciso que funciona através de cálculo da lipofilicidade e polaridade de 

moléculas. As previsões de permeação cerebral e intestinal são obtidas dos mesmos por dois 

descritores físico-químicos. O BOILED-Egg é comumente aplicado em filtragem de bibliotecas 

químicas nas etapas iniciais da descoberta de drogas, até a avaliação de candidatos a 

medicamentos para desenvolvimento (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2016).  

A regra dos cincos Lipinski (RO5) descreve propriedades moleculares importantes para 

a farmacocinética de um medicamento no corpo humano, não apenas a absorção, mas também 

a distribuição, metabolismo e excreção. Uma regra que vem se mostrando ser apropriada para 

estipular algumas propriedades físico-químicas necessárias para que as drogas apresentem boa 

solubilidade em água e permeabilidade intestinal, características essenciais para a 

disponibilidade oral (LIPINSKI, 1997). Portanto, a regra RO5 é considerado como condição 

necessária, para que uma molécula se torne um medicamento. 

A atividade antibacteriana direta da α,β-amirina, sendo utilizada a metodologia de 

acordo com a CLSI (2019) com algumas alterações, para isto foi utilizada placas de 96 poços e 

ao final do teste pode se obter o valor da Concentração Inibitória Mínima (CIM) das substâncias 

utilizadas no trabalho, ou seja, a menor concentração da α,β- amirina capaz de inibir o 

crescimento bacteriano. 

As bombas de efluxo presentes em bactérias são proteínas transmembrana que 

conseguem realizar a extrusão de substâncias tóxicas para o exterior da célula bacteriana 

(ALEKSHUN; LEVY, 2007). Exemplos dessas bombas de efluxo são as bombas NorA e MepA 

presente em cepas de Staphylococcus aures 1199B e K2068, respectivamente. Uma forma de 

tentar reverter esse mecanismo de resistência é a pesquisa de Inibidores de Bomba de Efluxo. 

Para avaliar se α,β- amirina interfere no mecanismo de bomba de efluxo de S. aureus 

foi utilizada a metodologia proposta por Oliveira-Tintino (2016), faz-se uso de uma 

microdiluição seriada, no entanto neste teste é utilizado inibidores padrões de bomba como a 

carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (CCCP) e a Clorpromazina (CPZ), e também o corante 

tóxico brometo de etídio, que é utilizado para confirmação da bomba nas bactérias testadas 

através da redução da CIM deste composto (ROCHA et al., 2021). 

Para verificar a interação entre a α- e β- amirina e as bombas de efluxo MepA e NorA 

presentes nas bactérias, a técnica de docagem molecular foi utilizada. A docagem molecular é 

frequentemente utilizada na concepção de drogas porque tem a capacidade de prever a melhor 

conformação entre pequenas moléculas e os sítios de ligação das proteínas (ALONSO; 

BLIZNIUK; GREADY, 2006). E por fim, foi analisado as propriedades de Absorção, 

Distribuição, Metabolismo, Excreçao e Toxicidade (ADMET) da mistura do presente estudo. 
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1.3 ESTRUTURA DA DISSERTAÇÃO  

 

Figura 1 – Fluxograma geral da dissertação. 
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Figura 2 – Fluxograma do manuscrito 1 intitulado “Structural, spectroscopic and in silico study 

of ADME property of a mixture α,β-amyrin obtained from the resin of Protium heptaphyllum 

resin.” 
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Figura 3 – Fluxograma do manuscrito 2 intitulado “In silico and in vitro evaluation of efflux 

pumps inhibition of α,β-amyrin” 
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2. Capítulo 2 - FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 

2.1 UTILIZAÇÃO DOS PRODUTOS NATURAIS 
 

O uso de produtos derivados da natureza é reflexo de anos combatendo as várias 

enfermidades, as quais, a humanidade vem sofrendo. De princípio utilizando cascas, sementes, 

frutas, folhas e raízes (UGARIOGU; DURU; ABAH, 2020). 

Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) preconiza que países em 

desenvolvimento, cerca de 65 a 80 % da população dependem especialmente dos oriundos da 

natureza na assistência primaria à saúde (NOGUEIRA et al., 2018), em virtude de sua 

disponibilidade, custo acessível e facilidade na manipulação (DUTRA et al., 2016; VIEIRA-

JÚNIOR; DE SOUZA; CHAVES, 2005). 

Todo o conhecimento adquirido pelo homem foi passando de geração em geração. Sabe-

se que civilizações antigas, como os chineses, egípcios, indianos, gregos, romanos e os eslavos, 

conhecidos pelos seu profundo conhecimento sobre inúmeras plantas medicinais. Essas 

informações se acumularam e foram transmitidas para outras nações, e ao chegar na Idade 

Média uma quantidade ampla de saberes foram documentados descrevendo o uso e os 

procedimentos de cura com estas plantas (ŠANTIĆ et al., 2017). 

É a partir do século XIX que a fitoterapia teve seu maior avanço, devido ao avanço 

científico na área da química, o que permitiu analisar, identificar e isolar os princípios ativos 

das plantas. Desta forma, a eficácia dos produtos naturais é um fato que vem sendo cada vez 

mais elucidado pela comunidade científica, legitimando o conhecimento guardado desde as 

antigas civilizações (MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).  

 

2.1.1 Protium (Burseraceae) 

 

A família Burseraceae distribuída na América do Sul e no continente africano é 

composta aproximadamente por 750 espécies difundidas em 19 gêneros (DALY; FINE; 

MARTÍNEZ-HABIBE, 2012). O Brasil contém 7 gêneros e 104 espécies espalhadas em vários 

biomas brasileiros: Amazônia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica (BFG, 2015; REFLORA, 

2020).  

Estima-se que no território brasileiro, cerca de 80% das espécies da família Burseraceae, 

pertencem ao gênero Protium, por essa razão, é considerado o principal e o mais importante 

gênero da família (SIANI et al., 2004). 
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Plantas do gênero Protium possuem na casca, dutos produtores de resina que quando 

lesionados secretam um exsudado translúcido amarelo à branco e de aroma agradável. Espécie 

do gênero provocam grande interesse comercial, em virtude da produção de resinas e óleo 

essenciais por parte dos seus exemplares. Diante do exposto, a espécie Protium heptaphyllum 

(Aubl.) Marchand foi a escolhida para o estudo em questão (LANGENHEIM, 2003; 

NOGUEIRA et al., 2018). 

 

2.1.2 Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand 

 

A espécie Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand pertence à família Burseraceae, 

localizada em solo arenoso úmido ou seco, podendo alcançar 10-20 metros de altura.  

Encontrada na América do Sul e facilmente distribuída na floresta amazônica, é conhecida 

popularmente como almecega, breu branco-verdadeiro, almecegueira cheirosa, almecegueira 

vermelha ou almecegueiro bravo (MOBIN et al., 2016). 

Plantas do gênero Protium possuem na casca dutos produtores de oleorresina que 

quando lesionados secretam um exsudado, imediatamente ao entrar em contato com o ar ou luz 

endurecem por evaporação e oxidação das essências, resultando em uma colocação transparente 

ou   translúcida, pouco solúveis em água, inflamáveis e de aroma agradável (LANGENHEIM, 

2003; OLIVEIRA, 2005.).  

A oleorresina de P. heptaphyllum ganhou atenção específica devido à sua composição 

química e atividade farmacológica diversificada. Comumente utilizada na medicina popular por 

possuir atividade antiinflamatória, antimicrobiana, analgésico, cicatrizante, estimulante; 

obstruções das vias respiratórias, bronquite, tosse, dor de cabeça; na produção industrial de 

verniz; na calafetação de embarcações; incenso em rituais cerimônias religiosas (MAIA et al., 

2001; LORENZI; MATOS, 2008).  

Diferentes trabalhos relatam a composição química um tanto diferenciada na resina da 

espécie. A disparidade na composição é consequência dos locais de coleta onde são obtidos e 

das diferentes condições climáticas do local de crescimento da espécie, resultando a 

necessidade de caracterizar os constituintes antes de qualquer estudo sobre potencial 

farmacológico (VIEIRA et al., 2014). 

Um estudo descritivo elaborado por Rudiger & Veiga-Junior (2013), avaliou a 

quimiodiversidade das oleorresinas de 23 espécies amazônicas de Burseraceae, teve como 

conclusão que os triterpenos pentacíclicos, α-amirina e β-amirina, estavam presentes nas 

oleorresinas de todas as 23 amostras analisadas.  
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Em relação a composição química de substâncias na forma de mistura presentes na 

olerresina, o estudo realizado por Vieira-Júnior et al. (2005), permitiu a identificação de sete 

constituintes triterpênicos da resina Protium heptaphyllum, distribuídos em três misturas: α- 

amirina e β-amirina; breína e maniladiol; lupenona, α- amirinona e β-amirinona.  

Já Siani et al. (2012),  descreve o achado do seu estudo com amostras de oleorresina 

bruta de 10 espécies de Protium, relatando que as resinas eram constituídas exclusivamente por 

triterpenos, apresentando uma predominância comum de quatro compostos, α- amirina, β- 

amirina, α- amirinona e β-amirinona, e em concentração menores breína, maniladiol, α-

elemólico e β- elemólico. 

Estudos científicos revelam a presença majoritária da mistura isomérica de 

triterpenóides pentacíclicos, α-amirina e β-amirina, pertencentes às subclasses ursano e oleano, 

respectivamente (MAIA et al., 2000; BANDEIRA et al., 2001; BANDEIRA et al., 2006; DIAS; 

HAMERSKI; PINTO, 2011; RÜDIGER; VEIGA-JUNIOR, 2013; DE LIMA et al., 2016). 

Os terpenos têm despertado um grande interesse na pesquisa de novos fármacos em 

razão do seu potencial farmacológico, com inúmeras atividades terapêuticas já descritas em 

relatórios de pesquisas apontando as modificações estruturais nos terpenos como sendo um 

potencializador da relação entre a estrutura química e sua atividade biológica (SOLDI et al., 

2008).  

 

2. 1. 3 Terpenos  

 

Os terpenos são amplamente distribuídos na natureza e frequentemente encontrados em 

abundância nas plantas superiores, também podem ser produzidos por animais e micro-

organismos, como fungos e bactérias (DVORA; KOFFAS, 2013). 

Os terpenos, repetidamente referidos como "terpenóides", são de amplo interesse para 

humanidade devido a sua extensa utilização nas indústrias farmacêutica, alimentícia, agrícola e 

cosmética (PICHERSKY; RAGUSO, 2018). 

Com valores estimados em mais de 80.000 compostos já conhecidos até o momento, e 

muitos ainda suspeitos de existirem, os terpenóides compreendem a maior e mais diversa classe 

química, estrutural e funcional de produtos químicos nos organismos vivos (CHRISTIANSON, 

2017). Possuindo funções que incluem hormônios, componentes dos sistemas de transferência 

de elétrons, agentes de modificação de proteínas, determinantes de fluidez de membrana, 

antioxidantes e muitos outros (PICHERSKY; RAGUSO, 2018). 
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 Quimicamente, os terpenos podem ser definidos como alcenos, isto é, apresentam uma 

dupla ligação entre carbonos (C=C) sendo caracterizados como um hidrocarboneto insaturado 

(MCMURRY, 2011). Embora apresentem diferenças estruturais entre si, todos os terpenos são 

basicamente formados em unidades de isopreno (C5H8), o que caracteriza a chamada “regra do 

isopreno” (LOMMIS; CROTEAU, 2014). 

Durante o processo de formação dos terpenóides, as unidades de isopreno são 

adicionadas, e o número de unidades incorporadas em cada terpenóide é a base para a 

classificação desses compostos. De tal modo, temos os monoterpenos formados por duas 

unidades de isopreno; os sesquiterpenos contendo três unidades de isopreno; os diterpenos com 

quatro unidades de isopreno; os triterpenos compostos por seis unidades; e tetraterpenos 

carotenóides com oito unidades (NOGUEIRA et al., 2018).  

Em se tratando das classes di- e triterpenos, têm característica de baixa volatilidade e 

ambas são tidas como os componentes principais de oleorresinas, um exsudato constituído 

basicamente de óleo essencial e resina – obtida de uma variedade de diferentes espécies vegetais 

(HARTMANN, 2007). 

 

2.1.4 Estrutura química dos compostos α-amirina e β-amirina 

 

A mistura do presente estudo são representantes da classe triterpenos 

pentacíclicos, α-amirina e β-amirina, e são pertencentes ao grupo ursano e oleanano, 

respectivamente. Os dois compostos possuem estruturas com trinta átomos de carbono (30C) 

e cinco anéis (pentacíclicos) hexagonais (Figura 1), com uma estereoquímica dos anéis D/E na 

forma cis, onde sua diferenciação está na posição dos seus grupos metilo posicionados do anel 

E: no ursano um metilo encontra-se em C-19 e outro está em C-20, no oleanano situa-se os dois 

metilo no C-20 (SIMÕES et al., 2007).  
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Figura 1: Estruturas moleculares dos compostos químicas de (a) α-amirina (3β-hidroxiurs-12- 

eno) e (b) β-amirina (3β-hidroxiolean-12-eno) isoladas da resina bruta de Protium 

heptaphyllum. 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Os compostos em questão podem ser encontrados em várias plantas e materiais vegetais, 

como folhas, cascas, madeira e resinas. O isolamento dos compostos alvos deve obedecer aos 

seguintes passos: o material vegetal é geralmente seco, depois moído em pó e peneirado; as 

extrações são realizadas com solventes tipo diclorometano, clorofórmio, n-hexano e metanol; 

separação por cromatografia em camada delgada; o material resultante pode ser submetido 

diretamente à análise. Para a quantificação de amirinas em plantas, comumente são utilizados 

técnicas de cromatografia gasosa e cromatografia em camada delgada (NOGUEIRA et al., 

2018). 
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2.1.5 Atividades farmacológicas do composto α, β-amirina 

 

Nos últimos anos, estudos empregando diferentes modelos experimentais com a resina 

de P. heptaphyllum e seu componente principal, α, β-amirina (AMY) têm descrito uma 

variedade de propriedades bioativas (CARVALHO et al., 2017). 

Segundo Aragão et al. (2006), analisando testes de campo aberto, labirinto em cruz 

elevado, rota rod, natação forçada e tempo de sono induzido por pentobarbital, elaborados em 

camundongos, foram evidenciados os efeitos sedativos, ansiolíticos e antidepressivos 

demonstrados pela mistura de AMY, que possivelmente envolve tanto o sistema GABAérgico 

quanto o noradrenérgico. 

Bem como a atividade anticonvulsivante de AMY, também foi demonstrada em 

modelos experimentais, onde revelou-se que a atividade está relacionada ao sistema 

GABAérgico e pode estar ligada à inibição da cascata de sinalização da Proteína Quinase C e 

ainda a alterações no metabolismo de aminoácidos (ARAGÃO et al., 2015). 

Posteriormente, um novo estudo para avaliar agora o efeito da administração de AMY 

na atividade locomotora de camundongos pelo teste de campo aberto, obteve como resultado 

que o AMY diminuiu a atividade locomotora dos animais acompanhada por uma diminuição 

dos níveis de serotonina e norepinefrina no córtex cerebral, esse efeito locomotor é revertido 

por drogas que bloqueiam o adrenoreceptor α-2 (ARAGÃO et al., 2018). 

Já Otuki et al. (2005) em sua pesquisa concluiu que a mistura de AMY produziu 

antinocicepção periférica, espinhal e supraespinhal consistente em roedores, principalmente 

quando avaliada em modelos inflamatórios de dor. Entretanto, os mecanismos envolvidos em 

sua ação não são completamente compreendidos, mas pode envolver a inibição das vias 

sensíveis à proteína quinase A e à proteína quinase C. 

Além disso, o AMY provou efeitos analgésicos periféricos e centrais independentes do 

sistema opioide, como também mostrou ser um potente agente antiinflamatório. Para a atividade 

antiinflamatória sugere um envolvimento potencial de prostaglandinas e inibições do fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) (ARAGÃO et al., 2007). 

Na busca por novos compostos naturais eficazes contra a nocicepção visceral, a mistura 

de triterpenóides α- e β-amirina, isolada de Protium heptaphyllumresina, foi avaliada em dois 

modelos de camundongos estabelecidos de nocicepção visceral. Os camundongos foram pré-

tratados por via oral com AMY ou veículo, e as respostas comportamentais relacionadas à dor 

à ciclofosfamida intraperitoneal ou ao óleo de mostarda intracolônica foram analisadas. 
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Concluindo, os resultados indicam que o AMY tem um efeito indutor de analgesia, 

possivelmente envolvendo o potencial receptor transiente vaniloide 1 e um mecanismo opioide 

(LIMA-JÚNIOR et al., 2006). 

Em outro estudo, o objetivo foi avaliar o potencial antiinflamatório de AMY em ratos 

com periodontite de fase aguda. Seus resultados fornecem evidências de que o AMY adia a 

inflamação aguda em modelos de periodontite em ratos e fornece resultado para estudos 

adicionais sobre sua eficácia na prevenção da perda óssea associada à periodontite crônica 

(HORLANDA PINTO et al., 2008). 

Outro estudo com modelo experimental de pancreatite induzida por L-arginina 

confirmou que a AMY tem potencial para atuar como agente antiinflamatório e antioxidante 

(MELO et al., 2010). E com modelo experimental de pancreatite aguda induzida por ceruleína, 

conclui-se também que AMY melhora a pancreatite aguda por atuar como um agente 

antiinflamatório e antioxidante (MELO et al., 2011). A atividade antioxidante do isolado AMY 

da espécie Myrcianthes pungens também foi confirmada (CARDOSO et al., 2018). 

Experimentos elaborados por Matos et al. (2013) avaliou os efeitos antiinflamatórios do 

AMY na colite induzida por dextran sulfato de sódio em camundongos, os resultados mostraram 

que o tratamento preventivo ou terapêutico oral com AMY reduziu significativamente a 

atividade da doença, a perda de peso corporal, o dano colônico, bem como as atividades da 

mieloperoxidase colônica e da N-acetilglucosaminidase.  

Os efeitos gastropotetor (OLIVEIRA et al., 2004) e hepatoprotetor (OLIVEIRA et al., 

2005) foram demonstrados para a AMY indicando que o mecanismo gastroprotector envolve a 

ativação de neurónios aferentes primários sensíveis à capsaicina  e  para o efeito hepatoprotetor 

pode ser devido à diminuição do stress oxidativo e formação de metabolitos tóxicos como 

prováveis mecanismos envolvidos na sua atividade biológica. 

Já outro estudo investigou os efeitos de AMY no nível de açúcar no sangue e perfil 

lipídico em ratos diabéticos normais e induzidos por estreptozotocina, e em ratos alimentados 

com uma dieta com alto teor de gordura. Logo, os resultados refletem os potenciais efeitos anti-

hiperglicêmicos e hipolipemiantes da mistura amirina e sugerem ser um composto líder para o 

desenvolvimento de drogas eficazes no diabetes e aterosclerose (SANTOS et al., 2012). 

Estudo realizado por Prabhakar et al. (2017) investigou o efeito α-amirina sobre a 

síndrome metabólica induzida por dieta rica em frutose em ratos e obteve como resultado que 

a substância atenua as alterações provocada pela síndrome metabólica de maneira dependente 

da dose. Além disso, outro ensaio reforçou a informação que AMY pode ser utilizada para 
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reduzir a obesidade induzida com alto teor de gordura e distúrbios associados por meio da 

modulação das respostas enzimáticas, hormonais e inflamatórias (CARVALHO et al., 2017). 

Diante do exposto sobre a variabilidade descrita nos estudos científicos apresentados, é 

um consenso os efeitos positivos da AMY, demonstrando ser um candidato promissor para o 

desenvolvimento de fármacos. No entanto, a falta de relatórios sobre a toxicidade e 

farmacocinética da AMY obtidos a partir de P. heptaphyllum deve ser enfatizada, pois é 

necessário conhecer a segurança deste composto para admitir a sua utilização em ensaios 

clínicos com seres humanos. 

 

2.2 ESPECTROSCOPIA 

 

A espectroscopia é a ciência de análise da interação entre a radiação eletromagnética e 

a matéria que objetiva a determinação da configuração dos níveis de energia, incluindo os níveis 

de energia eletrônico, vibracional e rotacional, tanto de átomos quanto de moléculas. Por meio 

dessa técnica pode-se obter informações quanto à estrutura molecular de átomos e moléculas 

como também suas ligações químicas. A radiação eletromagnética quando incide sobre a 

matéria pode promover uma transição entre estados energéticos (SALA, 2008). 

 

 

2.2.1 Ressonância Magnética Nuclear  

 

A ressonância magnética nuclear (RMN) é uma técnica espectroscópica no qual vários 

núcleos podem ser estudados, mas os mais comumente disponíveis são o hidrogênio (H) e o 

carbono (C). Enquanto a espectroscopia no infravermelho descreve os grupos funcionais 

presentes em determinada molécula, o RMN oferece informações sobre o número de átomos 

magneticamente distintos do isótopo de estudo. Por exemplo, quando se estuda os núcleos de 

hidrogênio (prótons), é possível determinar cada um dos tipos diferentes de prótons não 

equivalentes, assim como obter informações a respeito da natureza do ambiente. Informações 

parecidas também podem ser obtidas com o estudo do carbono (13C) (PAVIA, 2010).  

O fenômeno da ressonância magnética nuclear ocorre quando núcleos alinhados com 

um campo magnético aplicado são induzidos a absorver energia e a mudar a orientação de spin 

em relação ao campo aplicado. A absorção de energia é um processo quantizado, e a energia 

absorvida deve ser igual à diferença de energia entre os dois estados envolvidos (PAVIA, 2010). 

Para se obter um típico espectro desse tipo deve-se diluir a substância em uma pequena 

quantidade de solvente e pôr a solução em um tubo de ensaio. Ao girar o tubo com a substância 
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o qual foi posta dentro de um campo magneticamente forte pode-se estimar a posição das 

moléculas no campo magnético e obter o espectro de RMN (BRUICE, 2006). O processo que 

foi descrito para obtenção dos espectros de RMN acima pode ser visualizado na Figura 2.  

 

Figura 2 - Esquema de um espectrômetro de RMN 

 

 

Fonte: BRUICE, 2006. 

 

2.2.1.2 Número de sinais no espectrômetro de RMN  1H 

 

 

Os prótons de um mesmo ambiente são chamados prótons quimicamente equivalentes. 

Por exemplo, podemos observar na Figura 3 que o 1-bromopropano possui três conjuntos 

diferentes de prótons equivalentes. Os três prótons do grupo metila são quimicamente 

equivalentes devido à rotação sobre a ligação C-C. Os dois prótons metilênicos no carbono 

central são quimicamente equivalentes, e os dois prótons metilênicos no carbono ligado ao 

átomo de bromo formam o terceiro grupo de prótons quimicamente equivalentes (BRUICE, 

2006). 
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Figura 3 - Prótons equivalentes do 1-Bromopropano. 

 

 

Fonte: BRUICE, 2006. 

 

 

2.2.1.3 Posições Relativas dos sinais de RMN 1H 

 

 

O espectro de RMN 1H do 1-nitropropano apresenta três sinais porque a substância 

possui três tipos diferentes de prótons. Quanto mais próximos os prótons estão do grupo nitro 

puxador de elétrons, menos blindados estão em relação aos campos magnéticos aplicados: 

portanto, maior é a frequência na qual seus sinais aparecerão. Dessa forma, podemos observar 

na Figura 4, os prótons mais próximos do grupo nitro apresentam um sinal em frequência mais 

alta (4,37 ppm), e os prótons mais afastados do grupo nitro apresentam um sinal em frequência 

mais baixa (1,04 ppm) (BRUICE, 2006). 

 

Figura 4 – Frequência dos grupos de prótons para o 1-nitropropano 

 

 

Fonte: BRUICE, 2006. 
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2.2.1.4 Constante de Acoplamento  

 

A distância em hertz, entre dois picos vizinhos de um sinal de RMN desdobrado é 

chamado constante de acoplamento (J) que é uma medida de quão intensamente um núcleo é 

afetado pelos estados de spin de seu vizinho. A constante de acoplamento de Ha sendo 

desdobrado por Hb é denotada Jab. Os sinais de prótons acoplados possuem a mesma constante 

de acoplamento, em outras palavras Jab=Jba como visto na Figura 5. Constantes de acoplamento 

são úteis na análise de espectros de RMN complexos porque os prótons em carbonos adjacentes 

podem ser identificados por constantes de acoplamento idênticas (BRUICE, 2006).  

 

Figura 5 - Os prótons Ha e Hb do 1,1-dicloroetano são prótons acoplados; logo, seus sinais 

possuem a mesma constante de acoplamento Jab=Jba. 

 

 

Fonte: BRUICE, 2006. 

 

2.2.2   Espectroscopia no Infravermelho  

 

Na espectroscopia infravermelho, as moléculas ao absorverem radiação começam a se 

excitar para atingir um estado de maior energia. O processo de absorção de energia é 

quantizado, permitindo então que uma determinada molécula absorva apenas determinadas 

frequências específicas (energias), e sejam selecionadas, as mesmas equivalendo à diferença 

entre dois níveis energéticos distintos.  A radiação na faixa de frequências do infravermelho 

médio que se estende de 400 a 4000 cm-1, corresponde a uma faixa de energia a qual engloba 

frequências vibracionais de estiramento e deformação angular das ligações da maioria dos 

compostos mais covalentes (PAVIA, 2008).  
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As frequências de radiação que são absorvidas no processo de absorção correspondem 

a frequências vibracionais naturais de uma dada molécula, sendo que a energia que foi absorvida 

serve para aumentar a amplitude dos movimentos vibracionais das ligações da molécula. 

Apenas ligações que possuem momento de dipolo que mudam em uma função de tempo são 

capazes de absorver a radiação no infravermelho (SALA, 2008).   

O espectro infravermelho de uma dada substância apresenta grande número de bandas 

de absorção características que confirmam a presença ou ausência de determinados grupos 

funcionais. As bandas de absorbância ou transmitância no infravermelho observados nos 

espectros podem ser caracterizados por seu número de onda, intensidade, comprimento de onda 

e energia (PRINCE et al., 2001; BARBOSA, 2007). 

Ao comparar espectros infravermelhos de duas moléculas as quais pareçam idênticas, 

pode-se descobrir se de fato são, se compararmos os seus espectros e estes aparentarem ter os 

mesmos valores (PAVIA et al., 2008). Além de servir como impressão digital para moléculas, 

a espectroscopia no infravermelho fornece informações estruturais de determinada molécula, e 

as absorções de cada tipo de ligação são encontradas em regiões do espectro vibracional 

(LARKIN, 2011). 

 

2.2.3 Espalhamento Raman  

 

Com a espectroscopia Raman, através de uma luz dispersa, analisa-se as vibrações 

moleculares que podem fornecer informações sobre a estrutura, ligações moleculares, simetria 

e ambiente eletrônico, possibilitando um estudo quantitativa e qualitativa dos compostos (DAS; 

AGRAWAL, 2011). 

A irradiação de uma molécula com luz monocromática resulta sempre em dois tipos de 

dispersão de luz, a dispersão elástica e a inelástica. No espalhamento elástico, não ocorre 

alteração na frequência do fóton ou no seu comprimento de onda e energia. Esse espalhamento 

é conhecido como Rayleigh, que corresponde à luz dispersa na mesma frequência da radiação 

incidente (TAVARES, 2020). Já no espalhamento inelástico ocorre uma mudança na frequência 

de fótons devido à excitação molecular, de tal forma que o fóton pode perder ou ganhar alguma 

quantidade de energia (LEWIS; EDWARDS, 2001).   

O espalhamento Raman depende da radiação espalhada, este efeito fornece informações 

sobre os estados quânticos moleculares através do espalhamento provocado pelo choque de 

fótons com as moléculas da amostra analisada. É um modo indireto de obter os espectros 

vibracionais, transportando para a região do visível, informações que seriamobtidas 
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rotineiramente no infravermelho. O espalhamento Raman é nada mais que, um espalhamento 

do tipo inelástico de uma radiação eletromagnética monocromática que interage com o alvo 

(SALA, 1996). 

A obtenção dos espectros Raman ocorre ao irradiar uma amostra com uma fonte laser 

de radiação monocromática no visível ou no infravermelho próximo. Após a radiação ao 

atravessar um meio transparente, as espécies presentes espalham uma fração do feixe em todas 

as direções. Se a radiação após interação com a matéria, tiver um comprimento de onda 

diferente da radiação incidente (fonte de excitação) haverá um espalhamento inelástico/Raman 

(OLIVEIRA, 2001; SKOOG et al., 2002). 

O efeito Raman, consiste na deformação da distribuição eletrônica determinada pela 

polarizabilidade. A luz incidente pode ser considerada como uma onda eletromagnética com 

vetor campo elétrico E oscilante, que após interagir com a amostra induz uma polarização P=αE 

que é capaz de deformar a distribuição eletrônica. De acordo com a mecânica quântica uma 

vibração somente é ativa no espectro Raman, quando durante a vibração ocorre uma mudança 

na polarizabilidade (SKOOG et al., 2002). 

O espectro Raman de uma determinada molécula consiste de uma série de bandas, cada 

um correspondendo a uma frequência vibracional característica daquela molécula. Cada 

molécula possui o espectro característico, e dessa forma, o espectro Raman pode fornecer uma 

impressão digital ou fingerprint de uma substância da qual a sua estrutura molecular pode ser 

determinada (LORINCZ et al., 2004).  

O espalhamento Raman pode ser de dois tipos: Stokes e Anti-Stokes. Quando a radiação 

espalhada tem frequência menor do que a radiação incidente, consequência de receber energia 

vibracional, ela é chamada de espalhamento Stokes. Já quando a radiação espalhada apresenta 

frequência maior do que a radiação da fonte, consequência de perder energia vibracional, é 

chamada espalhamento Anti-Stokes (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009; LEWIS; 

EDWARDS, 2001). Respresentado na Figura 6. 
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Figura 6 – Tipos de espalhamento Raman elástico e inelástico.  

 

Fonte: TAVARES, 2020 

 

2.2.4 Vibracões Moleculares  

 

As posições relativas dos átomos em uma molécula não são fixas, mas oscilam 

continuamente como consequência de vibrações e rotações de diferentes tipos que 

frequentemente ocorrem em suas ligações. No caso de uma molécula diatômica ou triatômica 

simples, é fácil definir o número e a natureza de suas vibrações e relacioná-las às energias.  Uma 

análise desse tipo torna-se praticamente impossível para moléculas formadas por vários átomos. 

Moléculas grandes possuem um grande número de centros de vibração, os quais possivelmente 

sofrem interação, que deverão ser consideradas para uma análise completa (HOLLER; 

SKOOG; CROUCH, 2009).  

O número de vibrações possíveis em uma molécula poliatômica pode ser calculado 

como descrito a seguir: Três coordenadas (x, y e z) são necessárias para localizar um ponto no 
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espaço. Localizar N pontos requer um conjunto de três coordenadas para cada ponto, 

fornecendo um total de 3N. Cada coordenada corresponde a um grau de liberdade para cada um 

dos átomos presentes em uma molécula poliatômica. Assim, uma molécula com N átomos 

possuirá 3N graus de liberdade, estes correspondendo a natureza e a quantidade de movimentos 

que podem ser efetuados pelos átomos componentes da molécula. Três deles correspondem ao 

movimento translacional do centro de massa da molécula e os outros três graus de liberdade 

são necessários para descrever a rotação das moléculas como um todo (PAVIA et al., 2008; 

HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). 

Como as técnicas de espectroscopias infravermelho e Raman focam no estudo das 

vibrações moleculares, podemos descartar seis desses graus de liberdade, que são aqueles 

correspondentes à translação e rotação. No caso de uma molécula que não é linear ocorrem 

todos os modos translacionais e rotacionais, portanto o número de modos vibracionais é 

definido por 3N – 6. Uma molécula linear é um caso especial porque, por definição, todos os 

átomos estão posicionados sobre uma única linha reta. A rotação em torno do eixo de ligação 

não é possível, dessa forma haverá 3 modos vibracionais e 2 modos rotacionais. Assim, o 

número de vibrações para uma molécula linear é dado por 3N–5. Os movimentos vibracionais 

são calculados pelo total de graus de liberdade (3N) menos a quantidade de movimentos 

translacionais e rotacionais presentes na molécula e são denominados modos normais de 

vibração (OLIVEIRA, 2001; SKOOG et al., 2002; HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2008).  

As vibrações moleculares podem ser classificadas nas categorias de vibração de 

deformação axial ou estiramento (stretching) e deformação angular (bending). As vibrações de 

estiramento são caracterizadas por uma variação contínua na distância interatômica ao longo 

do eixo da ligação entre dois átomos. Os estiramentos são classificados em simétricos 

(symmetric stretching) e assimétricos (asymmetric stretching). As vibrações de deformação 

angular correspondem às variações no ângulo entre duas ligações, seja internamente em um 

conjunto de átomos ou um grupo de átomos em relação à molécula como um todo. Tais 

vibrações são classificadas em quatro tipos: assimétrica no plano (rocking, rotação), simétrica 

no plano (scissoring, tesoura), simétrica fora do plano (wagging, balanço) e assimétrica fora do 

plano (twisting, torção) (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2008). Os tipos de vibrações 

moleculares são mostrados na Figura 7.  
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Figura 7 – Tipos de vibrações moleculares. Vibrações de deformação axial assimétrica e 

simétrica e vibrações de deformação angular dos tipos tesoura, torção, balanço e rotação. 

 

 

Fonte: SANTIAGO, 2018. 

 

2.2.5 Espectroscopia no Ultravioleta-Vísivel (UV-VIS) 

 

 A espectroscopia de absorção na região do ultravioleta e visível (UV-Vis) é uma 

técnica que se baseia na interação da radiação eletromagnética com a amostra analisada. Se ao 

passar pela amostra a radiação for absorvida, produzirá um espectro de absorção. O resultado 

da absorção de energia, átomos ou moléculas passam de um estado de energia mais baixa 

(estado fundamental) para um estado de energia maior (estado excitado). E a diferença entre os 

dois estados de energia corresponde à energia da luz absorvida (GOROG, 2018). 
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Na espectroscopia UV-Vis, as transições que ocorrem devido a absorção de radiação 

eletromagnética nessa região do espectro acontecem entre níveis de energia eletrônicos.  Assim 

que uma molécula absorve energia, um elétron salta de um orbital ocupado para um orbital 

desocupado de maior potencial de energia. Em regra, a transição mais aceitável é do orbital 

molecular ocupado de mais alta energia (HOMO) para o orbital molecular não-ocupado de mais 

baixa energia (LUMO) (PAIVA et al., 2010; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2016). 

Grande parte das moléculas, os orbitais moleculares ocupados com a energia mais baixa 

são os orbitais σ enquanto os de energia mais alta são os orbitais π e não-ligantes n (aqueles 

com pares de elétrons não compartilhados) ficam em energias superior que o orbital π.  Os 

orbitais desocupados, ou antiligantes (π* e σ*), são aqueles de maior energia (PAVIA et al., 

2010; PAVIA, LAMPMAN, KRITZ, 2016). A Figura 8 mostra uma típica progressão de níveis 

de energia eletrônicos.  

 

Figura 8: Níveis de energia eletrônicas e transições.  

 

 

Fonte: PAIVA, 2010. 

 Um espectrofotômetro UV-Vis é composto por três partes prinvipais: uma fonte de luz 

UV, um monocromador e um detector. O monocromador funciona como um gráfico de difração 

para dispersar/separar a luz dentro de vários comprimentos de onda. Os detectores registram a 



43 
 

intensidade da luz que foram transmitidas (PAVIA et al., 2008). O espectro ultravioleta-visível 

é registrado como uma função de absorbância versus comprimento de onda (PAVIA; 

LAMPMAN; KRITZ, 2010). Contudo, pouquíssimos espectros eletrônicos são repostados na 

literatura, a maioria é descrita por indicações de comprimento de onda de máxima absorção. 

 Com a espectroscopia UV-Vis é possível estudar bandas de absorção e de excitações 

eletrônicas, verificar a ocorrência de efeitos de transferência de cargas, visualizar picos de 

absorção de ressonância em filmes e identificar a presença de analitos dispersos em gases. Isso 

se deve, a possibilidade de utilizar amostras gasosas, liquidas ou sólido sejam estes 

transparentes ou parcialmente transparentes (FOX, 2001).   

 

2.3 ESTUDO ADME 

 

2.3.1 Farmacocinética  

 

 

A ação de um fármaco, quando administrado em humanos ou animais, pode ser dividida 

em três fases: i) fase farmacêutica. ii) fase farmacocinética; iii) fase farmacodinâmica. Na fase 

farmacêutica, ocorre a desintegração da forma de dosagem, acompanhada da dissolução da 

substância ativa. A fase farmacocinética abrange os processos de absorção, distribuição, 

metabolismo e excreção (ADME). E a fase farmacodinâmica está relacionada com a interação 

do fármaco com seu alvo e a produção do efeito terapêutico (PEREIRA, 2007). 

Os estudos das diversas vias que o fármaco deve percorrer no complexo sistema 

biológico do corpo humano, desde a sua administração até atingir a circulação sanguínea para 

desempenhar o efeito terapêutico esperado, fazem parte da farmacocinética (WATERBEEMD; 

GIFFORD, 2003). Determinando assim a velocidade do início da ação, a intensidade do efeito 

e a duração da ação do fármaco (CLARK et al., 2013). 

O estudo dos parâmetros ADME devem ser analisados para se obter um bom perfil 

farmacocinético, consequentemente, uma biodisponibilidade apropriada. Para que um 

composto químico que demonstra atividade em testes in vitro seja elevado a um composto 

bioativo é necessário que se satisfaçam alguns critérios relacionados a ADME. O composto 

apresente relativa estabilidade em meio ácido e básico, hidrossolubilidade para facilitar sua 

distribuição pela corrente sanguínea e uma relativa lipossolubilidade, propriedade essa que 

facilita o composto atravessar a membrana celular e apresentar boa disponibilidade nas células 

(OLIVEIRA, 2004). 
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Caso o fármaco seja pouco solúvel em água não são absorvidos devidamente e não 

alcançam concentrações plasmáticas satisfatórias. Todavia, fármacos com hidrossolubilidade 

elevada não atravessam as membranas plasmáticas por difusão passiva, sendo esse a principal 

entrada para sua absorção nas células (BARREIRO, 2001). 

 A concentração do fármaco nos tecidos e o tempo de meia-vida são fatores cruciais que 

determinam a dosagem e a escolha da via de administração para garantir os níveis de 

concentração do fármaco na faixa terapêutica desejada por um tempo apropriado. A 

concentração abaixo da faixa pode afetar a efetividade do tratamento, e concentração elevadas 

podem levar a toxidez (GLEESON et al., 2011).  

Atualmente, é crescente os esforços no campo de pesquisa considerando importante o 

estudo in silico de propriedades de ADME (BOCCI et al, 2017). 

 

2.3.2 Propriedades farmacocinéticas ADME 

 

A via mais estudada por conveniência e segurança é a via oral (RITCHE; ERTL; 

LEWIS, 2011).  Por esse motivo é descrito as propriedades por esta via. A primeira propriedade 

envolve a absorção do fármaco desde o local de administração até o plasma. A distribuição está 

relacionada a saída do fármaco da corrente sanguínea para distribuir-se nos líquidos intersticial 

e intracelular. O processo de biotransformação ou metabolismo envolve se o fármaco pode ser 

biotransformado em outra substancia química no fígado ou tecidos. Por último, a propriedade 

de eliminação, o fármaco e seus metabólitos são eliminados do organismo na urina, na bile ou 

nas fezes (CLARK et al., 2013).   

 

2.3.2.1 Absorção  

 

Após a administração, o fármaco deve requerer propriedades que permitem a dissolução 

e estabilidade no trato gastrointestinal, incluindo o ambiente ácido do estômago (pH 1-2 em 

jejum ou pH 3-7 em estado alimentado) e o ambiente próximo ao neutro pH 4,4 - 6,6 do intestino 

delgado (DOAK et al., 2014). 

O intestino delgado é onde ocorre a maioria da absorção dos compostos químicos, 

especificamente na região duodeno por enterócitos. A absorção pode ser separada em três 

categorias, paracelular (entre enterócitos), transcelular (difusão passiva através de enterócitos) 

e transporte ativo (utilizando proteínas transportadoras) (ARTURSSON; PALM; LUTHMAN, 

2012; SMITH, 2010). 

https://www.sinonimos.com.br/efetividade/
javascript:;
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Entre as principais propriedades moleculares que influenciam a absorção de fármacos 

se relevam a solubilidade e lipofilicidade. Em geral, uma baixa solubilidade ou inadequada taxa 

de dissolução do princípio ativo está relacionada à alta lipofilicidade. Por outro lado, moléculas 

muito hidrofílicas apresentam dificuldade de penetração e absorção (GARDNER; WALSH; 

ALMARSSON, 2004; GRÜNEBERG; GÜSSREGEN, 2004 

A lipofilicidade que pode ser expressa pela medida do coeficiente de partição (log P, 

partição de uma substância entre as fases aquosa e orgânica em um sistema octanol/água), 

simula a passagem do meio extracelular para o meio intracelular através da bicamada lipídica 

(VAN DE WATERBEEMD; GIFFORD, 2003).  

Os fármacos que apresentam maior coeficiente de partição, ou seja, têm maior afinidade 

pela fase orgânica, tendem a apresentar maior taxa de permeabilidade pela parte hidrofóbica da 

membrana, consequentemente, maior biodisponibilidade, que pode resultar no aumento de seus 

efeitos farmacológicos. Os valores do Log P são normalmente entre valores de 1 a 3, capaz de 

expressar requisitos farmacocinéticos e farmacodinâmicos ideais e cujo incremento leva à 

progressiva redução da absorção (KIMARU, 2009). 

Diversos estudos foram realizados para investigar o perfil dos fármacos disponíveis no 

mercado usando os parâmetros de permeabilidade e solubilidade. Um estudo em especial 

desenvolvido por Lipinski e colaboradores, conhecido como a "regra dos cincos" foi baseado 

em um amplo conjunto de novas entidades químicas coletadas do World Drug Index (WDI) e 

estabeleceu de forma pioneira limites simples para permeabilidade e solubilidade dos 

compostos e, portanto, com a absorção de agentes terapêuticos (LIPINSKI et al., 1997). 

 

2.3.2.1.1 Regra dos cincos Lipinski (RO5) 

 

Os resultados alcançados pelo estudo liderado por Lipinski gerou a chamada regra dos 

cinco de Lipinski, regra dos cinco, ou “rule of five” (RO5). Observaram que algumas 

propriedades físico-químicas eram necessárias para que as drogas apresentassem boa 

solubilidade em água e permeabilidade intestinal, características essenciais para a 

disponibilidade oral (LIPINSKI, 2004). 

 De acordo com o RO5, um composto semelhante a uma droga deve ter um peso 

molecular (MW) ≤ 500 Da, um coeficiente de partição (log P) ≤ 5 representando sua 

hidrofobicidade, não ≥ 5 doadores de ligação de hidrogênio (HBDs) e não ≥ 10  aceptores de 

ligações de hidrogênio (HBA) (DOAK et al., 2014). Primeiro, nota-se que todos os números 

são múltiplos de cinco, que é a origem do nome da regra. De tal forma, quaisquer átomos de 
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oxigênio (O) e nitrogênio (N) são definidos como aceitadores de ligações de hidrogênio e os 

grupos N – H e O – H são considerados doadores de ligações de hidrogênio (LAGORCE et 

al.,2011).  

Posteriormente, adicionaram mais duas condições: área de superfície polar (PSA) de ≤ 

140 Å e < 10 ligações rotativas (Rot B) que estão correlacionados com a permeabilidade e 

flexibilidade do fármaco, respectivamente. Como resultado a molécula pode apresentar apenas 

uma violação destes parâmetros para ser um bom candidato a fármaco. Portanto, estas regras 

permitem uma boa previsão do perfil de biodisponibilidade oral para moléculas novas (CHEN, 

2020). 

 

2.3.2.1.2 Constante de Distribuição em pH 7,4 (Log D7,4) 

 

A maioria dos fármacos conhecidos contém grupos ionizáveis (com carga) e são 

provavelmente carregadas em pH fisiológico, o descritor Log P apenas descreve o coeficiente 

de partição de moléculas neutras (sem carga). Já o Log D é um descritor que avalia também a 

lipofilicidade de uma molécula. Isso pode ser determinado de maneira semelhante ao Log P, 

mas em vez de usar água, a fase aquosa é ajustada a um pH específico usando um tampão. Log 

D é, portanto, dependente do pH, deve-se especificar o pH no qual o Log D foi avaliado. 

Geralmente, o Log P é igual ao LogD7,4, ou seja, o logaritmo do coeficiente de distribuição 

medido em pH 7,4 (pH fisiológico do soro sanguíneo) (KERNS; DI, 2008). 

Um estudo sistemático da relação estrutura-permeabilidade em um conjunto de 

pequenas moléculas semelhantes a drogas com valores de Log D na faixa de -2,5 a 3, revela 

que os compostos com 0 < LogD < 3 são altamente permeáveis (FICHERT; YAZDANIAN; 

PROUDFOOT, 2003). 

 

 

2.3.2.1.3 Constante de Ionização (pKa) 

 

 

O pKa é a constante de ionização de um composto químico. Mais de 60% dos 

medicamentos comercializados são ionizáveis (LAGORCE et al.,2011).  

Um fármaco atravessa a membrana mais facilmente se ele estiver na sua forma não 

ionizado, dessa forma, a concentração efetiva da forma permeável de cada fármaco no seu local 

de absorção é determinada pelas concentrações relativas entre as formas ionizada e não 
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ionizada. A relação entre as duas formas é determinada pelo pH no local de absorção e pela 

força do ácido fraco ou base fracas, que é representada pela constante de ionização, o pKa 

(CLARK et al., 2013).   Os compostos ácidos tendem a ser mais solúveis e menos permeáveis 

em pH elevados e os compostos básicos tendem a ser mais solúveis e menos permeáveis em pH 

baixo. (LAGORCE et al.,2011; DI; KERNS, 2016).  

Moléculas ionizadas são mais solúveis em meio aquoso do que moléculas neutras, 

porque são mais polares. Por outro lado, moléculas ionizadas têm permeabilidade menor do que 

moléculas neutras. As moléculas neutras são mais lipofílicas do que as moléculas ionizadas e 

são as formas predominantes no processo de permeação por difusão passiva. 

 Considerando que o pKa determina o grau de ionização, o mesmo possui efeitos tanto 

na solubilidade quanto na permeabilidade dos compostos, que são fatores que determinam a 

absorção intestinal dos fármacos após administração oral. No presente estudo foi analisado o 

pKa da mistura α, β- amirina devido à importância em afetar as propriedades do medicamento 

que fundamentam a farmacocinética. 

 

2.3.2.2 Distribuição 

 

Após serem absorvidos, os fármacos alcançam a circulação sistêmica e são distribuídos, 

porém, a distribuição não é uniforme nos vários tecidos (HANSCH et al., 2004). A distribuição 

se refere à transferência reversível de moléculas de uma parte do corpo para outro dentro do 

organismo. O sangue é o tecido responsável pela distribuição do medicamento por toda a 

extensão do corpo humano. Um fator importante no processo de distribuição é a extensão da 

ligação dos fármacos às proteínas plasmáticas é um aspecto que afeta a concentração do 

fármaco na circulação e altera a amplitude do efeito terapêutico. 

As proteínas plasmáticas constituem uma fração significativa do plasma (8%) e os 

medicamentos geralmente se ligam a essas proteínas de maneira reversível (considera-se que a 

ligação irreversível leva à toxicidade). A ligação reversível da droga às proteínas plasmáticas é 

chamada de ligação às proteínas plasmáticas (PPB) (KIRKOVSKY, 2010).   

O complexo fármaco-proteína serve como um reservatório na corrente sanguínea, 

retardando a chegada do fármaco ao local de eliminação e disponibilizando-os no local de ação 

(SHEPPARD; BOUSKA, 2005). Quando a ligação às proteínas é forte (fração livre < 0,1) pode 

ocorrer diminuição da intensidade de ação do fármaco. Por outro lado, quando a ligação é fraca, 

pode ocorrer um aumento na intensidade de ação do fármaco (WERMUTH, 2003). 

 

https://www.sinonimos.com.br/amplitude/
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2.3.2.2.1 Coeficiente de Solubilidade  (Log S) 

 

Para passar pelas membranas biológicas, um medicamento deve ser hidrossolúvel. Se a 

solubilidade e a taxa de dissolução forem relativamente baixas, um fármaco administrado será 

na sua maioria excretado sem a possibilidade de passagem do trato gastrointestinal para o 

sistema cardiovascular. A solubilidade de um composto é normalmente representada como log 

S, onde S é a concentração do composto em mol/L. Na prática, cerca de 85% das drogas têm 

valores de Log S entre -1 e -5 e praticamente nenhuma tem valores abaixo de -6. Valores acima 

de -1 estão frequentemente associados a moléculas altamente polares que podem ter baixa 

permeabilidade da membrana na ausência de transporte ativo. Empiricamente, é evidente que o 

intervalo de Log S entre - 1 a -5 para a maioria dos fármacos reflita a relação entre a polaridade 

necessária para razoável solubilidade aquosa e a hidrofobicidade necessária para a passagem 

aceitável de membrana (JORGENSEN; DUFFY, 2002). 

 

2.3.2.3 Metabolismo e Excreção  

 

A biotransformação do composto em uma entidade relativamente mais polar é chamada 

de metabolismo. Esta biotransformação é afetada por uma série de enzimas. A principal família 

de enzimas que está envolvida no metabolismo de qualquer composto químico estranho 

(xenobióticos) é chamada de citocromo P450, sendo enzimas encontradas em vários órgãos do 

corpo, mas a principal fonte dessas enzimas é o fígado, o maior órgão metabolizador do corpo. 

Os rins e os pulmões são outros órgãos que expressam o citocromo P450, bem como outras 

enzimas metabolizadoras de drogas. Esses processos metabólicos convertem a droga em uma 

entidade mais polar e a preparam para ser eliminado do corpo (KIRKOVSKY, 2010). 

Após serem absorvidos no intestino, os fármacos entram na via hepática seguindo até o 

fígado onde sofreram o metabolismo de primeira passagem. As biotransformações nas 

estruturas químicas dos princípios ativos têm como finalidade aumentar a solubilidade dos 

metabólitos, facilitando o processo de primeira excreção. Existem várias vias de eliminação, 

como suor, lágrimas, respiração e fezes, sendo a principal delas, a urina (RITSCHELIS; 

KEARNSIS, 2009). 

O metabolismo de fármacos ocorre em duas fases. A primeira fase engloba reações 

catalisadas pela superfamília de isoformas do citocromo P450 (CYP450). Nesta fase ocorrem, 

predominantemente, reações de oxidação, redução, hidroxilação e hidrólise, levando a 

metabólitos mais polares. Neste processo, os metabólitos gerados podem ser inativos ou ativos, 
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em caso de ativo, a potência relativa e toxidez varia em comparação ao princípio ativo. Os pró-

fármacos são um caso especial, onde o fármaco é administrado em uma forma inativa e tem que 

sofrer biotransformação para ser ativado. O processo de biotransformação pode ocorrer na 

membrana intestinal, fígado ou corrente sistêmica (DE GRAAF; VERMEULEN; FEENSTRA, 

2005; HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001). 

A segunda fase abarca reações de conjugação, onde os metabólitos formados na primeira 

fase são associados a outras substâncias formando um composto polar em geral mais 

hidrossolúvel e terapeuticamente inativo que serão eliminados pela urina ou fezes (CLARK et 

al., 2013). 

Sete das 57 isoformas humanas conhecidas são responsáveis pelo metabolismo de mais 

de 90% dos fármacos em uso clinico. Estas isoformas são: CYPIA2. CYP2C9, CYP2C18, 

CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 e CYP3A46 (DE GROOT, 2006). Dentre estas, a CYP3A4, a 

forma mais abundante no fígado e responsável pelo metabolismo de aproximadamente 50% dos 

fármacos (SILVADO, 2008). O presente trabalho os modelos de metabolismo e excreção foram 

previstos através da inibição da isoenzima P450 (CYP450). 

 

 

2.3.2.4 Biodisponibilidade 

 

Uma das propriedades farmacocinéticas mais relevante no processo de descoberta de 

novos fármacos é a biodisponibilidade por via oral, que expressa o valor percentual da dose de 

um fármaco administrado por via oral que atinge a circulação sistêmica. Por definição, 

biodisponibilidade de 100% é o valor percentual de um fármaco administrado por via 

intravenosa (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001; WERMUTH, 2003). 

A intensidade da biodisponibilidade de fármacos varia consideravelmente se avaliarmos 

a diversidade química e a classe terapêutica, além disso,  a biodisponibilidade é influenciada 

por diversos processos que têm início desde a administração de um fármaco, tais como, 

desintegração e dissolução da formulação, solubilidade do princípio ativo, absorção intestinal, 

metabolismo mediado pela CYP, ligação às proteínas plasmáticas e excreção (VAN DE 

WATERBEEMD; GIFFORD, 2003).   

Ao longo do processo de planejamento de compostos bioativos, é frequente que muitos 

compostos que possuem comprovada potência e seletividade em ensaios in vitro não 

apresentem o mesmo perfil em modelos in vivo. A ausência de ação farmacológica 

constantemente está associada a propriedades farmacocinéticas desapropriada, que por sua vez, 
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não permitem que o princípio ativo atinja o seu alvo para exercer o efeito terapêutico esperado. 

O que demostra a importância do estudo da biodisponibilidade em candidatos a novos fármacos 

(WILLIAMS; LEMKE, 2002; MARTIN, 2005).  

Nesta dissertação de mestrado, a biodisponibilidade foi umas das propriedades 

farmacocinéticas alvo para o desenvolvimento de modelos preditivos de ADME. 

 

2.3.2.5 Barreira Hematoencefálica (BBB) 

 

A barreira hematoencefálica (BBB) é uma barreira celular ativa que fornece tanto uma 

obstrução física à entrada de moléculas quanto, pela expressão dos transportadores de drogas, 

um mecanismo dinâmico para o controle a permeação de drogas para o cérebro. Esta barreira 

tem sido estudado extensivamente por seu papel na farmacologia de medicamentos, 

principalmente porque possui a maior área de superfície para a passagem de compostos do 

sangue para o cérebro (NICHOLLS; YOUDIM, 2016). 

Os capilares cerebrais formam uma camada contínua de células endoteliais unidas por 

junções estreitas, essa característica regula a difusão paracelular de substâncias endógenas e 

xenobióticos, influenciando diretamente na permeabilidade da BBB (CHEN et al., 2003; 

NEUWELT et al., 2008). 

Uma apropriada penetração no sistema nervoso central (SNC) requer do composto 

possua boa permeabilidade passiva. As propriedades físico-químicas lipofílicas evidenciaram 

ser importantes para drogas com alvo no SNC (DOAN et al., 2002). Para uma boa penetração 

na região cerebral também requer evitar a suscetibilidade à glicoproteína P (P-gp). Embora 

outras proteínas transportadoras tenham sido identificadas no BBB, a P-gp tem demonstrado 

em inúmeros estudo sua relevância clínica, estando localizada no lado luminal da célula 

endotelial do cérebro e, como tal, impede que substâncias hidrofóbicas atravessem a BBB. 

Possui uma especificidade de substrato altamente variada. Maior peso molecular, log P, PSA e 

ligação H aumentam a probabilidade de interação da P-gp, como consequência pode alterar a 

permeabilidade de BBB (PAJEVA, I. K.; WIESE, 2002; VARMA; PANCHAGNULA, 2005). 

Os parâmetros farmacocinéticos que afetam diretamente a eficácia do cérebro são a 

concentração do fármaco no cérebro não ligada. Apenas as moléculas de droga não ligadas 

interagem com o alvo terapêutico para produzir um nível de resposta de atividade que está 

correlacionado à concentração de droga não ligada (DI; KERNS, 2016). 

Drogas periféricas podem causar efeitos colaterais no SNC se interagirem com um 

receptor cerebral, por isso recomenda-se impedir essa exposição do SNC para estas drogas.  

https://www.amazon.com.br/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&field-author=Glynis+Nicholls&text=Glynis+Nicholls&sort=relevancerank&search-alias=stripbooks
https://www.amazon.com.br/s/ref=dp_byline_sr_book_2?ie=UTF8&field-author=Kuresh+Youdim&text=Kuresh+Youdim&sort=relevancerank&search-alias=stripbooks
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Nesse contexto, a BBB tem como função evitar à exposição de drogas que tenham o alvo 

periférico (DI; RONG; FENG, 2012; BUNGAY; BAGAL, 2015). O conhecimento das 

propriedades farmacocinéticas da mistura α, β-amirina deste trabalho frente a permeação a 

barreira hematoencefálica foi analisada. 

 

2.3.3 Efeito Cartiotoxico 

 

 

Estima-se que a toxicidade seja responsável pela reprovação de aproximadamente um 

terço dos candidatos a medicamentos, particularmente os problemas mais comuns são os de 

toxicidade cardiovascular e hepática (GUENGERICH, 2011). 

A síndrome do QT longo é uma anormalidade da repolarização do músculo cardíaco 

que predispõe os indivíduos a arritmias potencialmente fatais. A arritmia também pode ser 

induzida por um bloqueio dos canais de potássio relacionado ao gene humano ether-a-go-go 

(hERG) por um grupo surpreendentemente diverso de drogas. Este efeito colateral é uma razão 

comum para o fracasso do medicamento em testes de segurança pré-clínica (SANGUINETTI; 

TRISTANI-FIROUZI, 2006).  

Não está claro por que tantos compostos estruturalmente diversos bloqueiam os canais 

de hERG, mas esse efeito colateral indesejável agora é reconhecido como um grande obstáculo 

no desenvolvimento de medicamentos novos e seguros (MITCHESON et al., 2000). 

A notória promiscuidade do ligante deste canal marcou o hERG como um dos mais 

importantes anti-alvos a serem considerados nos estágios iniciais do processo de 

desenvolvimento de drogas. Portanto, há uma necessidade no desenvolvimento de ferramentas 

computacionais para identificar e filtrar de forma confiável potenciais bloqueadores de hERG. 

(BRAGA et al., 2015). 

 

 

2.4. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA 

 

 

2. 4. 1 Escherichia coli e Staphylococcus aureus 

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), bactérias multirresistentes 

poderão causar a morte de mais de 10 milhões de pessoas ao ano em 2050 (SILVA; AQUINO, 

2018).  Uso indiscriminado de antimicrobianos e escassez global de novas drogas agravam essa 

ameaça das superbactérias. As espécies bacterianas Escherichia coli e Staphylococcus aureus, 
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são exemplos de bacterias de extrema relevância global, devido à resistência aos antibióticos 

(OMS, 2016). 

Staphylococcus aureus é um patógeno bacteriano humano caracterizado por cocos 

Gram-positivos, geralmente encontradas em vários locais na microbiota humana, como pele e 

trato gastrointestinal, compartilhando uma relação benigna com o hospedeiro. No entanto, pode 

se tornar um patógeno oportunista, ao penetrar no tecido do hospedeiro por meio de lesão 

(REDDY; SRIRAMA; DIRISALA, 2017).  Está frequentemente associada a infecções 

hospitalares e comunitárias, causando doenças infecciosas de difícil tratamento, principalmente 

por sua ampla capacidade de adquirir resistência a múltiplas classes de antibióticos, incluindo 

resistência a β-lactâmicos, aminoglicosídeos e fluoroquinolonas (AKANBI et al., 2017; 

SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013; LAKHUNDI; ZHANG, 2018).  

Nesse contexto, a cepa de Staphylococcus aureus foi escolhida por representa a 

superbactéria mais ameaçadora entre os organismos Gram-positivos devido à sua capacidade 

de desenvolver resistência a uma diversidade de compostos (BAGNOLI; RAPPUOLI; 

GRANDI, 2017). 

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo encontrada na microbiota humana, vivendo 

comensalmente no trato intestinal (CROXEN et al., 2013). No entanto, quando encontrada fora 

do trato intestinal, a E. coli pode causar infecções no trato urinário, pulmonares e corrente 

sanguínea (TAMADONFAR et al., 2019; DENAMUR et al., 2021).  

A infecção do trato urinário (ITU) é considerada a infecção bacteriana de maior 

prevalência mundialmente. Sendo a E. coli a maior causadora dessa infecção, estima-se que 

150 milhões de ITU ocorrem anualmente em todo mundo, resultando em custos de mais de 6 

bilhões de dólares (FLORES-MIRELES et al., 2015). Além do mais, as infecções do ITU é a 

segunda causa de internações em ambientes hospitalares (HSIEH et al., 2019).   

Estima-se que uma em cada três mulheres receberá tratamento com antibióticos devido 

à ITUs antes mesmo dos seus 24 anos (FOXMAN, 2014). No ambiente ambulatorial, 15% das 

prescrições de antibióticos foram descritas como para tratamento de ITUs. Os antimicrobianos 

das classes dos β-lactâmicos, fluoriquinolonas e aminoglicosídeos são os principais 

medicamentos prescritos para o tratamento das infecções do trato urinário. No entanto, as 

diferentes cepas de E. coli podem adquirir diferentes mecanismos de resistência (BUNDUKI et 

al., 2021).  

O uso recorrente e prolongado dos antibióticos, juntamente com a crescente resistência 

aos antibióticos disponíveis para o tratamento E. coli, alerta para a necessidade de estratégias 
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alternativas para prevenção e tratamento de enfermidades causadas por essa bactéria 

(TAMADONFAR et al., 2019).  

 

 

2. 4. 2 Uso indiscriminado de antibióticos 

 

 Os antibióticos são fármacos que revolucionaram o tratamento de doenças infecciosas 

causadas por bactérias e reduziram mundialmente as taxas de morbidade e mortalidade 

associadas a infecções bacterianas. Entretanto, o mau uso desses fármacos acelera o processo 

natural de resistência das bactérias contra os antibióticos. Chamando a atenção quanto a forma 

como esses medicamentos são utilizados em ambientes ambulatoriais, hospitalares e 

domésticos no tratamento de doenças humanas (DA COSTA & JUNIOR, 2017).  

A utilização elevada e equivocada dos antibióticos por parte da população é um dos 

fatores mais significativos relacionados à disseminação de bactérias multirrestentes. O Centro 

de Controle de Doenças e Prevenção alerta sobre a estimava que de todos os medicamentos 

prescritos atualmente em ambiente hospitalar, cerca de metade dos antimicrobianos são usados 

de maneira indevido (CDC, 2013).  

A negligência nos procedimentos de biossegurança e a deficiência do serviço de atenção 

farmacêutica ao paciente usuário de antibióticos, entre outros motivos, estão associados ao 

aparecimento de infecções hospitalares (FERRACINI; FILHO; ALMEIDA, 2014).  

A propagação de microrganismos patogênicos resistentes aos antibióticos mais 

comumentes utilizados tornou-se um obstáculo para a saúde pública; visto que apresenta 

consequências preocupantes para a sociedade (DA SILVA; AQUINO, 2018). 

Vários estudos conduzidos em ambiente hospitalares forneceram evidências de que o 

uso abundante de antimicrobianos pode ter resultados adversos, podendo chegar a óbito do 

paciente (ARULKUMARAN et al., 2020). 

 

2. 4. 3 Antibióticos  

 

Existem diferentes classes de antimicrobianos, que se diferenciam por sua estrutura 

química ou mecanismo de ação no tratamento de determinado patógeno. Quanto ao mecanismo 

de ação, são eles: inibição da síntese da parede celular, inibição da síntese ou dano da membrana 

citoplasmática, inibição da síntese proteica dos ribossomos, alterações na síntese dos ácidos 
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nucléicos e alterações do metabolismo celular (BAPTISTA, 2013). Representado na Figura 9 

alguns antibióticos e respectivos mecanismos de ação em uma célula bacteriana. 

Dentre essas, a fluoroquinolonas, aminoglicosídeos e β-lactâmico foram as classes 

trabalhadas na pesquisa. Sendo os antibióticos ciprofloxacina, norfloxacina, gentamicina e 

ampicilina selecionados para os testes com a substância em estudo.  

 A ciprofloxacina é um antibiótico pertencente a classe das fluoroquinolonas. Trata-se 

de uma droga com um amplo espectro de ação antimicrobiana, é eficaz em infecções bacterianas 

causadas por bactérias gram-negativas e gram-positivas (BAPTISTUCCI, 2012). A 

ciprofloxacina atua inibindo a ação da DNA-girase e topoisomerase IV, impedindo a replicação 

do DNA bacteriano. A resistência a estes antibiótico é adquirida por mutações em genes 

cromossômicos, levando a modificação na conformação e inibição das atividades enzimáticas 

da bactéria (SILVA, 2012).  

 A norfloxacina é eficaz no tratamento de infecções não sistêmicas, como infecções do 

trato urinário. A norfloxacina apresenta o mesmo mecanismo de ação da ciprofloxacina por se 

tratar de um antibiótico da classe das fluoroquinolonas, atuando impedindo a replicação do 

DNA-bacteriano (WHALEN; FINKEL; PAVANELIL, 2016). 

 A gentamicina pertence a classe dos aminoglicosídeos, são potentes antibióticos 

bactericidas, atuando tanto para bactérias Gram-positivas e Gram-negativa, como também as 

multirresistentes. No entanto, é utilizado principalmente contra Gram-negativas. Seu 

mecanismo de ação envolve a ligação, de maneira irreversível, à subunidade ribossômica 30S, 

modificando a função da organela e comprometendo a síntese de proteínas bacterianas (SERIO 

et al., 2018).  

 A Ampicilina/Sulbactam é uma combinação composta por ampicilina, um β-lactâmico 

e sulbactam, um inibidor de β-lactamases. A adição de Sulbactam amplia consideravelmente o 

espectro de ação da ampicilina (O´BRIEN, 1987).  O mecanismo de ação da associação 

Ampicilina/Sulbactam depende preferencialmente da ligação do sulbactam, um inibidor 

irreversível da maioria das moléculas de β-lactamases. Já a ampicilina inibe a síntese protéica 

bacteriana. O espectro de ação da associação compreende bactérias Gram-positivos e Gram-

negativos (FERREIRA et al., 2006). 
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Figura 9 - Mecanismo de ação dos antimicrobianos  

 

 

Disponivel em: <https://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/ cursos 

/rm_controle/opas_web/modulo1/pop_mecanismo.htm >. Acessado em: 20 de junho de 2021. 

 

 

2. 4. 4 Mecanismos de resistência bacteriana  

 

Um prejuízo associado a utilização de antimicrobianos, principalmente os antibióticos, 

mais difundido é o surgimento de mecanismo de resistência antimicrobiana. Embora o alerta 

global seja amplamente reconhecido, nenhuma nova classe de antibiótico foi descoberta desde 

a década de 1980 (COURTENAY et al., 2019). 

O surgimento da resistência aos antibióticos é promovido pela liberação de antibióticos 

no meio ambiente; seu uso excessivo por automedicação, uso indevido em infecções não 

bacterianas; uso de antibióticos em animais, propagando bactérias resistentes, por meio de 

múltiplas rotas de transferência como a água e alimentos (MARSHALL; LEVY, 2011). 

A resistência pode ser intrínseca ou adquirida. A adquirida corresponde ao mecanismo 

originado a partir mutações nos próprios genes ou pela aquisição dos genes de resistência de 

outras bactérias (conjugação: plasmideo, transposon), via bacteriófago (transdução) ou 

associadas à captação de DNA exógeno (transformação). Em síntese, podem adquirir 
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resistência a outros antibióticos através de mutações em genes cromossômicos e da 

transferência horizontal de genes. Já resistência a intrínseca corresponde a mecanismos de 

resistência naturais de uma espécie bacteriana (VARELA et al., 2021; TRABULSI & 

ALTHERTUM, 2015).  

As ações associadas à resistência incluem os sistemas de inativação antimicrobiana à 

base de enzimas, alteração de alvos antimicrobianos, proteção de alvos antimicrobianos, 

redução da permeabilidade antimicrobiana em células bacterianas e bombas de efluxo ativo de 

agentes antimicrobianos (VARELA et al., 2021). Representado na Figura 10. 

 

Figura 10 - Mecanismos de resistência bacteriana. 

 

 

Disponível em: <http://www.anvisa.gov.br/servicosaude>. Acesso em: 20 de junho de 2021. 

 

2. 4. 5 Bombas de Efluxo (NorA e MepA) 

 

Nas últimas décadas, as bombas de efluxo de múltiplas drogas têm ganhado a atenção 

dos pesquisadores devido à sua potencial associação com a resistência clínica a múltiplas 

drogas. A utilização do mecanismo de bomba de efluxo bacteriano para reduzir as 

concentrações de antibióticos da região intracelular para a extracelular é um dos principais 
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mecanismos pelos quais as bactérias adquirem esta resistência aos antibióticos e biocidas 

(SHRIRAM et al., 2018).  

As bombas de efluxo são proteínas transportadoras integrais de membrana e estão 

presentes em todas as bactérias fazendo parte da sua fisiologia. Estando envolvidas em diversas 

funções, tais como a expulsão de produtos tóxicos do metabolismo e a manutenção da 

homeostase (VARELA et al., 2021).  

A escolha por cepas de S. aureus foi motivada por possuir uma variedade de bombas de 

efluxo pertencentes a diferentes famílias, capazes de expulsar uma ampla gama de antibióticos, 

como exemplo as bombas de efluxo NorA e MepA (BAIOMY; SHAKER; ABBAS, 2020). 

Os sistemas de efluxo podem agrupar-se em cinco grupos de acordo a sua relação 

estrutural, funcional e relação filogenética: i) superfamília de facilitadores principais ou MFS 

(Major facilitator superfamily); ii) superfamília de cassetes de ligação ao ATP ou família ABC 

(ATP-binding cassette): iii) família de pequenas proteínas de resistência a múltiplas drogas ou 

SMR (Small multidrug resistance); iv) superfamília de resistência-nodulação-divisão celular ou 

RND (Resistance nodulation cell division); v) família de múltiplas drogas e extrusão de 

compostos tóxicos ou MATE (Multidrug and toxic compound extrusion) (XING et al., 2014).  

A superfamília RND é predominante em Gram-negativas, enquanto os sistemas de 

efluxo das famílias ABC, MATE, MFS e SMR são difundidos entre bactérias Gram-positivas, 

também podendo ser encontradas em bactérias Gram-negativas (HANDZLIK; MATYS; KIEĆ-

KONONOWICZ, 2013). 

A NorA é uma bomba de efluxo multidrogas e um dos sistemas de efluxo mais estudados 

em S. aureus. É um membro da superfamília de facilitadores principais (MFS), sendo codificada 

pelo gene cromossômico norA, descrito pela primeira vez em um isolado resistente à 

fluoroquinolona e coletado pela primeira vez em 1986 em um hospital japonês (UBUKATA; 

ITOH-YAMASHITA; KONNO, 1989; PIDDOCK, 2006). 

Vários estudos mostraram que NorA pode extrudar antibióticos da classe 

fluoroquinolona hidrofílica como norfloxacina e o corante brometo de etídio (KAATZ; SEO, 

1995; KAATZ; SEO; RUBLE, 1993; NEYFAKH; BORSCH; KAATZ, 1993).  

Essa proteína foi identificada em cepas de S. aureus como SA-1199-3, SA-K1904, SA-

K2361 e SA-K3092 (SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013).  Sendo a cepa selvagem SA-

1199 a mais estudada que expressa a bomba de efluxo NorA e a sua cepa mutante SA-1199B 

que superexpressa essa proteína (KAATZ; SEO; RUBLE, 1991, 1993). 

Já a bombas de efluxo MepA é codificada pelo gene cromossômico mepA e foi o 

primeiro transportador multidrogas da família MATE a ser descrito em S. aureus, conferindo o 
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fenótipo de resistência na cepa SA-K2068 (KAATZ; MCALEESE; SEO, 2005; MCALEESE 

et al., 2005). A bomba de efluxo MepA dispõem de uma variedade de substratos, dentre eles, 

os antibióticos ciprofloxacina e norfloxacina; e corantes como brometo de etídio (KAATZ; 

DEMARCO; SEO, 2006; KAATZ; MCALEESE; SEO, 2005).  

Até o momento, pouco se tem sobre o mecanismo de funcionamento de efluxo NorA e 

MepA, exceto que a família MFS e MATE usam um gradiente de prótons transmembrana como 

a força motriz para o transporte de antibióticos para o meio extracelular (HANDZLIK; 

MATYS; KIEĆ-KONONOWICZ, 2013). 

Um dos objetivos deste estudo é a busca por novas substâncias capazes de reverter a 

resistência bacteriana promovida pelas bombas de efluxo. Vários compostos isolados de plantas 

têm indicado bons resultados em relação à inibição desse mecanismo (DOS SANTOS et al., 

2018). 

 

2. 4. 6 Inibidores de bomba de efluxo 

 

 São moléculas responsáveis pela inibição das proteínas de extrusão, usufruindo-se de 

um ou mais mecanismos para tal inibição, sendo usadas como um auxiliar na ação protagonista 

do antibiótico, levando ao acúmulo bem-sucedido deste, e consequentemente potencializando 

seu efeito contra as bactérias. Tais moléculas inibidoras são projetadas com o intuito de 

aumentar a concentração intracelular do antibiótico, diminuir a resistência bacteriana intrínseca 

e reverter a resistência adquirida, reduzindo o surgimento de cepas mutantes com resistência 

(BHARDWAJ; MOHANTY, 2012; LI; NIKAIDO, 2004; SUN; DENG; YAN, 2014; 

ZECHINI; VERSACE, 2009). 

A inibição do efluxo pode ser ou não competitiva. Não competitivo quando o inibidor 

impede o funcionamento da proteína (seja impedindo as alterações conformacionais essenciais 

para a extrusão, impedindo a montagem da bomba ou bloqueando o canal de saída), ou 

competitivo, onde o inibidor é um substrato preferencial e é extrudado para o ambiente 

extracelular em vez do antibiótico. Em ambas os casos, o antibiótico permanece dentro da 

célula, onde pode interagir com seu alvo intracelular (GRIMSEY & PIDDOCK, 2019). 

 Para se enquadrar nesse quesito um inibidor de bomba ideal deve ser livre de qualquer 

atividade farmacológica em células eucariotas. A síntese de inibidores de bombas de efluxo 

oriundos de produtos naturais, não deve ser demorada, cara e difícil. Os inibidores devem ser 

proteoliticamente estáveis para garantir os níveis séricos e de acumulação celular para o 

potencial controle de infecções intracelular. Também devem aumentar o índice terapêutico e 
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perfil farmacocinético para garantir o máximo de especificidade e eficácia. Devem ser 

desprovidos de atividade antibacteriana, e como característica principal eles não devem ser 

tóxicos para humanos (VAN; PAGES; LEE, 2006; STAVRI; PIDDOCK; GIBBONS 2006; 

BHARDWAJ & MOHANTY, 2012). 

 Em relação ao seu modo de ação, os inibidores podem ser amplamente caracterizados 

em duas categorias principais: os dissipadores de energia e os que se ligam diretamente na 

proteína. Todas as bombas de efluxo necessitam de uma fonte de energia, sendo elas o gradiente 

de prótons ou ATP, de modo que a dissociação destas fontes acarretaria em uma inibição. Como 

representante desse inibidor está o carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP), um 

protonóforo que dissipa a força próton-motriz, modificando o potencial eletroquímico 

transmembranar para o íon H+ (NI et al., 2016; SPINDLER et al., 2011; YU et al., 2015).  

Um exemplo de inibidor é o desacoplador de energia CCCP, utilizado para estudos in 

vitro com bombas de efluxo de bactérias, sendo também extremamente tóxico para células 

eucarióticas. A indução de uma competição de fluxo na própria bomba é provavelmente o 

mecanismo de ação mais utilizado pelos inibidores de bomba (BAMBEKE; PAGÉS; LEE, 

2006). 

Outro inibidor é a clorpromazina (CPZ), uma fenotiazina com reconhecida atividade 

antimicrobiana (PAGÉS; AMARAL, 2010). A CPZ apresenta sinergia e potencializa a 

atividade dos substratos da bomba de efluxo para muitas bactérias, incluindo S. aureus 

(KAATZ et al. 2003). Sugere-se que as fenotiazinas inibam a atividade das bombas de efluxo 

dependentes do gradiente protónico, por interação direta com as bombas de efluxo ou por 

bloqueio dos canais de cálcio, impedindo a hidrólise de ATP. Deste modo, as fenotiazinas 

inibem a fonte energética das bombas de efluxo e consequentemente o efluxo de compostos 

tóxicos da célula bacteriana, como os antibióticos e biocidas (MARQUEZ, 2006; KHAN; 

AHMAD; HADI, 2000). 

 Diferentes métodos podem ser usados para avaliação de potenciais inibidores de bomba 

de efluxo. Entre eles, um método amplamente usado é a medição de fluorescência de diversas 

moléculas (JOUX; LEBARON, 2000; MARTINS et al., 2006). Destacando-se o   brometo de 

etídio (EtBr), um substrato conhecido de bombas de efluxo multirresistência que é capaz de 

intercalar no DNA, abrangendo quase todas as bombas de efluxo de S. aureus estudadas 

(PAGES; AMARAL; FANNING, 2011).  

 O princípio desse ensaio consiste na passagem do EtBr através da parede celular e 

membrana citoplasmática por difusão passiva, acumulando-se no interior da bactéria, mas que 
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só pode ser removido pelo sistema de efluxo ativo. No caso de bactérias Gram-negativas essa 

passagem se dá por meio dos canais de porina (AMARAL; FANNING; PAGÉS, 2010).  

Ciente que o EtBr emite fluorescência apenas no interior celular, uma diminuição na 

fluorescência significa que nenhum inibidor de bomba está presente e que o EtBr está sendo 

expulso das células livremente, já que o efluxo é a única forma de resistência a esse composto. 

No entanto, caso ocorra um aumento na fluorescência após sua adição, é um indicativo da 

presença de inibidor de bomba de efluxo. (BLAIR; PIDDOCK, 2016; GIBBONS; 

OLUWATUYI; KAATZ, 2003; MARKHAM et al., 1999). 

Ciente de toda a informação exposta, o presente trabalho utilizou esses métodos para o 

estudo da avaliação da atividade antibacteriana, moduladora de antibióticos e inibidora de 

bomba de efluxo da mistura α,β- amirina.  
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ABSTRACT 

 

 

In the present study, the ,-amyrin mixture was obtained from Protium heptaphyllum resin, 

and its molecular structure was determined by one- and two-dimensional Nuclear Magnetic 

Resonance (NMR) techniques and Mass spectroscopy. This natural compound was also 

characterized by Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared spectroscopy (ATR-

FTIR), Fourier Transform Raman (FT-Raman), and Ultraviolet-Visible (UV-Vis) 

spectroscopy. Vibrational wavenumber and wavevector have been predicted using the Density 

Functional Theory (DFT) calculations, and the comparison with experimental data allowed us 

to assign most of the normal modes of this isomeric binary mixture. The absorption wavelengths 

and oscillator strengths for the three singlet states of this binary mixture were calculated using 

time-dependent density functional theory (TD-DFT). The electrochemical behavior was also 

evaluated. The physical-chemical parameters for ionization constant (pKa), partition coefficient 

(log P), distribution coefficient (log D), solubility coefficient (log S), and Polar Surface Area 

(PSA) were predicted. The cardiotoxic effect was also evaluated using the Pred-hERG 

computational tool. Furthermore, the pharmacokinetic behavior of the -amyrin and -amyrin 

molecules was evaluated by studies of absorption, distribution, metabolism and excretion, and 

toxicity (ADMET). From the study of the physical-chemical properties, it was possible to infer 

that the α-amyrin and β-amyrin compounds do not possess ionizable groups in physiological 

environment. They are essentially lipophilic and remain constant between pH 2-14. From the 

study of the pharmacokinetic properties of AMDE, it was observed that the α-amyrin and β-

amyrin had values that suggest low intestinal absorption and do not reach the central nervous 

system. It was also verified that they present a lower risk of hepatic toxicity by metabolic 

activation and do not present cardiotoxic risk. 

 

 

Keywords: Isomeric mixture; NMR; ATR-FTIR; FT-Raman; UV-Vis; ADMET. 
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1. Introduction 

 

The Burseraceae family is composed of approximately 750 species distributed in 19 genera 

[1].  One of these species is Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand, popularly known as “breu 

branco”, “almecegueira” and “almecega do Brasil”. It is found throughout Brazil, especially in 

the Amazon region [2]. When the trunk of this species is lesioned, it exudes an essential oil and 

amorphous resin. Ethnopharmacological information refers to this species as possessing anti-

inflammatory, antimicrobial, antinociceptive, healing, and expectorant proprieties [3].  

Furthermore, the resin of Protium heptaphyllum is used in the industry of venom, in the 

calafetation of boats [4-7].  

Phytochemical studies performed with the resin of the species Protium heptaphyllum 

identified seven triterpenoid constituents, diffused in three mixtures of triterpenes (maniladiol 

and breine;  and -amyrin; lupenone,  and --amyrinone) [5], the majority of which is the 

isomeric mixture of pentacyclic triterpenoids, α-amyrin and β-amyrin [8-11]. The α,β-amyrin 

mixture possesses pharmacological activities in the central and peripheral nervous system, as 

well as in the gastrointestinal tract and immunological system [12]. It is known that this 

isomeric mixture possesses anti-inflammatory and antioxidant [13-16], anticonvulsant [17], 

gastroprotective [4], hepatoprotective [18],  antihyperglycemic [19, 20], antibacterial [21],  and 

sedative and anxiolytic [22] effects.  

Establishing the spectroscopic, physicochemical, and pharmacokinetic properties of substances 

extracted from plants is fundamental to support possible pharmacological and technological 

applications. In this work, the isomeric binary mixture of 3α-hydroxiurs-12-ene (α-amyrin) and 

3β-hydroxiolean-12-ene (β-amyrin) was characterized by Nuclear Magnetic Resonance 

Spectroscopy (NMR) techniques of 1H, and 13C, and two-dimensional NMR, Attenuated Total 

Reflectance Fourier Transform Infrared spectroscopy (ATR-FTIR), Fourier Transform Raman 

(FT-Raman), and Ultraviolet-Visible (UV-Vis) spectroscopy. Vibrational wavenumber and 

wavevector have been predicted using the Density Functional Theory (DFT) calculations, and 

their normal modes were assigned.  The absorption wavelengths and oscillator strengths for the 

three singlet states of this binary mixture were calculated using time-dependent density 

functional theory (TD-DFT). The physical-chemical properties and the pharmacokinetic 

behavior of the -amyrin and - amyrin molecules were evaluated by studies of absorption, 

distribution, metabolism and excretion, and toxicity (ADMET). 
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2. Materials and methods 

 

2.1. Isolation of the binary mixture of - and -amyrin  

 

The ,-amyrin mixture was isolated from the resin of Protium heptaphyllum. The 

procedure for isolation of this isomeric binary mixture was already reported in the literature 

[23].  

 

2.2 NMR, ATR-IR, and FT-Raman measurements 

 

The structural determination of this isomeric mixture was obtained by 1H and 13C NMR 

technique, using Bruker, DPX-300, Advance DRX-500 spectrometers operating with 

frequencies of 300 MHz, and 500 MHz for hydrogen and 75 MHz and 125 MHz for carbon, 

respectively. 

The GCMS analyses were conducted on an Agilent instrument model GC-7890B/MSD-

5977A with a quadrupole mass analyzer of electron impact at 70 eV and a RTX5-MS (30 m × 

0.25 mm × 0.25 um) capillary column. The mass spectrometer was adjusted for acquisition in 

the range of 40–660 m/z. The injector temperature was kept constant at 230 °C with a helium 

flow rate of 1.00 mL min⁻1
 (carrier gas). The temperatures of the source and transfer lines were 

set at 230 °C and 280 °C, respectively. The following program was used in the chromatographic 

oven: initial temperature of 40 °C, with a heating ramp from 3 °C min⁻1 to 280 °C for 5 min at 

the end of the run. The voltammetric measurements were performed using a 

potentiostat/galvanostat AUTOLAB III from Metrohm-Autolab (The Netherlands) running 

with the NOVA 2.1.4 software. The 1.70 mM of the ,-amyrin stock solution was prepared 

by dissolution of the appropriate amount of the ,-amyrin mixture in ethanol 99,8% (v/v), 

stored and maintained under refrigeration. The phosphate-buffered saline, PBS, (1x, pH 7.40) 

solution was prepared by dissolution of the appropriate amount of NaCl, KCl, Na2HPO4, 

KH2PO4, and the pH of the measuring solution was adjusted at 7.40 by neutralization using 

small volumes of 0.10 M HCl or 0.10 mol L-1 NaOH. 

All electrochemical experiments were carried out in a conventional three-electrode cell 

at room temperature. Glassy carbon (GC), platinum wire, and Ag/AgCl/KCl3.0 molL-1 were used 

as the working, counter, and reference electrodes, respectively. Cyclic voltammograms, at 10 

and 100 mVs-1, were recorded in an appropriate potential window using 1.70 mM of ,-amyrin 
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stock solution: 1.0 mL of stock solution was added to the electrochemical cell containing 9.0 

mL of PBS solution, pH 7.40. 

The infrared absorption spectrum was obtained by Attenuated Total Reflectance Fourier 

Transform Infrared spectroscopy (ATR-FTIR) using a Bruker vacuum spectrometer, model 

VERTEX 70V with a HeNe laser source with 633 nm wavelength. A Globar source was used 

for the mid-infrared (MIR) region with DLaTGS pyroelectric detectors to record the signal from 

the sample. The ATR-FTIR measurement was recorded at room temperature in the region of 

130 cm-1 to 4000 cm-1. 

Raman spectrum was measured by Fourier Transform Raman spectroscopy (FT-Raman) 

using a Bruker RFS100/S FTR system and a D418-T detector, with a Nd:YAG laser emitting 

at 1064 nm as excitation source with 150 mW laser power, recording in the spectral range of 

40 to 4000 cm-1 with a resolution of 4 cm-1. 

 

2.3 UV-Vis measurements 

 

The  ,-amyrin mixture was prepared in ethanol at a concentration of 12.5 M and the 

UV–Vis absorption spectrum was obtained at room temperature using a GENESYSTM 10S 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wisconsin, USA) in the wavelength range of 190 

to 240 nm.  

 

2.4 Computational method 

 

Calculations using Density functional theory (DFT) were carried out using the Gaussian 

09 package [24], with the B3LYP method and 6-31G (d,p) basis set to obtain the theoretical 

infrared spectrum and to correlate their wavenumbers with the experimental ones. The 

calculated vibrational wavenumbers were scaled by the empirical scaling factor, f=0.9613, as 

suggested by Wong [25]. The description of the normal modes of vibration was carried out 

based on the visualization of the atomic displacement representations for each vibration using 

the Chemcraft program [26]. The UV-Vis spectrum was calculated using the Time-Dependent 

Density Functional Theory (TD-DFT) using the CAM-B3LYP [27] at 6-31 G(d,p) level of 

theory in ethanol as an implicit solvent. The implicit solvent effect was considered employing 

the polarizable continuum model (PCM) using the integral equation formalism polarizable 

continuum model (IEF-PCM) [28]. In this model, the solute is inserted into a cavity in a 

continuous solvent treated as an effective medium. In such a way, the electrostatic component 
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of the solvent effect can be estimated from the interactions of the solute with the surrounding 

polarizable medium [29]. 

 

2.5 ADMET studies 

 

Initially, the α-amyrin and β-amyrin molecules were drawn in the Marvin JS design 

window deployed on the ChemAxon © online server 

(https://disco.chemaxon.com/calculators/demo/plugins/) to perform the theoretical calculations 

ionization constant (pKa), partition coefficient (logP), distribution coefficient at pH 7.4 

(logD7.4), solubility coefficient (logS) and Polar Surface Area (PSA), physical-chemical 

properties used as fundamental descriptors in the description of pharmacokinetic properties. 

Then, the molecules were subjected to the prediction of pharmacokinetic properties by the 

absorption, distribution, metabolism, and excretion (ADME) models of the SwissADME online 

server (http://www.swissadme.ch/index.php) of the Swiss Institute of Bioinformatics [30]. 

Absorption and distribution were defined using the human intestinal absorption (HIA), blood-

brain barrier (BBB) permeability, and P-glycoprotein substrate (P-gp) graphs in the Brain Or 

IntestinaL EstimateD permeation method (BOILED-Egg) [31] through molecular descriptors 

of lipophilicity (WlogP) [32] and polarity (PSA) [33] and the metabolism and excretion models 

were predicted through the inhibition of cytochrome P450 (CYP450) isoenzymes. 

 To predict the cardiotoxic effect, the molecules were designed in the JSME molecular 

editor [34] implanted in the Pred-hERG tool of the online server LabMol 

(http://predherg.labmol.com.br/), where the results include positive or negative activity for 

cardiotoxic risk, percentage of confidence of the toxicity model and the two-dimensional 

probability map, where the positive (green region) and negative (pink region) contributions to 

the inhibition of the hERG ion channels are expressed. 

 

3. Results and Discussion 

 

3.1 Structural analysis 

 

 Figure 1 shows the molecular structure of the isomers α-amyrin and β-amyrin with 

molecular formula C30H50O, whose NMR data for this isomeric mixture are given in Table 1. 

The 1H, and 13C NMR spectra, 1H x 13C-2D HMBC spectrum, and 1H x 1H-COZY homonuclear 
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correlation spectrum for the ,-amyrin mixture are presented in the Supplementary material 

in Figures S1 to S4.  

 

Figure 1 

Table 1 

 

The number of spectral lines revealed by the fully decoupled 13C NMR spectrum (BB = 

Broad Band) (Figure S1, supplementary material), it was possible to observe the presence of 

nineteen methylene groups, twelve methynic groups, sixteen methyl groups, and thirteen non-

hydrogenated carbon atoms (Table 1), suggesting a triterpenic mixture.  

Observing the 13C NMR spectrum, as given in Table 1, the positions on the chemical 

shift scale relative to four spectral lines in the characteristic region of olefinic carbon, it is 

concluded that it is a binary mixture of triterpenes belonging to the urs-12-ene and olean-12-

ene series, which is also confirmed by the chemical shift values at C-18, whose position in the 

olean series is more protected at around 11.5 ppm, due to the protective effect of the axial 

methyl on C-20, which has a  gauche disposition in relation to the C-18. The spectral line at 

C 79.1 is characteristic of carbinolic carbon, and its high intensity suggests that it can be 

attributed to two carbon atoms, reinforcing the proposition of a binary mixture of triterpenes. 

The 1H NMR spectrum (Figure S2, supplementary material) showed a set of signals in 

the  H 0.8 to 2.0 region, revealing the triterpenoid character of the mixture, already referenced 

in the 13C NMR spectrum. It also revealed, through integration, that the signal at  H 3.23 (dd, 

J = 10.4 Hz and 5.0 Hz) corresponds to a hydrogen atom bonded to a carbinolic carbon. It also 

showed, through the value of integration, the presence of an olefinic hydrogen atom. The data 

set presented so far allow us to conclude that the mixture is constituted by the triterpene 

substances identified as α-amyrin and β-amyrin belonging to the ursane and olean series, 

respectively 

The homonuclear correlation map 1H x 1H – COSY (Figure S3, supplementary material) 

clearly showed the couplings between the methynic hydrogen H-12 at H 5.10 (1H, t, J = 3.6 

Hz ) of C-sp2 with the methylene hydrogens 2H-11, the coupling between the methine hydrogen 

H-9 at H 1.57 (1H) of C-sp3 with the methylene hydrogens 2H-11, also revealed the axial-axial 

couplings with J = 10.4 Hz and equatorial-axial with J = 5.0 Hz between the 2H-2 methylene 

hydrogens and the H-3 methynic hydrogen, whose coupling constants are compatible with a 
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cyclohexane ring having the hydrogen at C-3 in the axial position and the hydroxyl in the 

equatorial position, in agreement with the structure of the compounds α-amyrin and β-amyrin. 

The heteronuclear correlation map HMQC (1JCH) (Figure S4, supplementary material) 

with detection in the hydrogen channel allowed to associate the absorptions of olefinic 

hydrogens and carbonic carbon hydrogens, in addition to others as shown in Table 1. On the 

other hand, the long-distance heteronuclear correlation map HMBC (nJCH, n = 2 and n =3) 

(Figure S5, supplementary material) helped us in the attributions of chemical shifts, revealing, 

among others, the coupling between the C-23, C-24, and C-4 with H-3, as shown in Table 2. 

The data presented led to the proposition that the mixture consists of the substances α- amyrin 

and β- amyrin reported by Barros and collaborators [35].  

 

Table 2 

 

In the GC-MS analysis chromatogram (Figure S6, supplementary material), the 

predominance of the signal in 51.63 minutes of the mixture α-amyrin and β-amyrin can be 

clearly seen. The mass spectrum (Figures S6, supplementary material) records a small signal 

with [M+] 426, corresponding to the molecular mass of the isomeric mixture of α-amyrin and 

β-amyrin, both with the formula C30H50O. These pentacyclic triterpenes produce typical oelan-

12-enes and ursan-12-enes fragments from the Retro-Diels-Alder reaction in the C ring 

generating the most abundant fragment with m/z = 281 (100%), 203, 189, and 95 (Figure 2). 

The optimized molecular structures obtained at B3LYP/6-311++G(d,p) level of theory for (a)  

α-amyrin, (b) β-amyrin, and (c) α,β-amyrin are given in Figure S7.  

 

Figure 2 

 

3.2 Vibrational analysis 

 

The experimental infrared and Raman spectra of the ,-amyrin mixture along with the 

calculated vibrational spectra of their chemical components, of the isomeric mixture in the 

spectral regions of 3800–2500 cm−1 and in 1800–400 cm−1 are presented in Figure 3 and Figure 

4, respectively. And the experimental ATR-FTIR and FT-Raman spectra of ,-amyrin mixture 

in the interval 200–3200 cm-1 are given in Figure S8, and Figure S9, respectively. The 
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aforementioned spectra showed that the experimental vibrational spectrum of the mixture 

presented key bands characteristics from each chemical component, as expected.  

 

Figure 3 

Figure 4 

 

The isomeric molecules α-amyrin and β-amyrin have molecular formula C30H50O, and 

therefore possess 81 atoms. These 81 atoms give rise to 243 degrees of freedom. Excluding the 

translational and rotational modes, 237 vibrational modes are expected for each isomer. 

Nevertheless, there are identical normal modes that are associated with the distinct molecules 

due to similarity of the molecular structure and the existence of similar functional groups that 

are present in the chemical components of the mixture. However, it is known that binary 

mixture presents a noncoincidence effect at some vibrational modes [36-38]. Synchronous and 

asynchronous vibration patterns produce differences in vibrational wavenumbers; the value of 

these differences depends on the strength of interaction between neighbor molecules [38]. The 

isomeric mixture of α, β-amyrin, in the proportion of two molecules of α-amyrin, and one de β-

amyrin presents intermolecular interactions with different strengths between some groups of 

the neighbor molecules. 

Table 3 lists a description of the assignments of some vibrational modes of the ,-

amyrin mixture for Raman and infrared bands. The first and second columns show, respectively, 

the FT-Raman wavenumbers (Ramam), and the normalized Raman intensities. The third and 

fourth columns show the ATR-FTIR wavenumbers, and the normalized infrared absorbance 

intensities. The last column presents the assignments of the normal modes for ,-amyrin 

mixture.  

 

Table 3 

 

The spectral region of wavenumbers between 3500 and 2500 cm-1 is localized the 

vibrations of the stretching modes of the O-H, CH, CH2, and CH3 groups of ,-amyrin mixture. 

The OH stretching mode appears in the experimental infrared spectrum at 3272 cm-1.  This 

mode is also present in the calculated absorbance spectra of the chemical components of the 

mixture appearing at 3668 cm-1. However, it is observed that in the calculated absorbance 
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spectrum of the isomeric mixture appears two stretching modes of the hydroxyl, one at 3651 

cm-1, and the other at 3594 cm-1. This noncoincidence effect in the OH stretching mode is 

expected in the binary mixture [36] due to differences in the strength of interaction between 

neighbor molecules in the unit cell of the α,β-amyrin crystal. In the experimental absorbance 

spectrum, these two bands overlap. It is noted the OH stretching mode does not appear in the 

Raman spectrum. The strong intensities bands observed in infrared spectrum at 2976, 2946, 

2928, and 2838 cm-1 and in the Raman spectrum at 2978, 2949, 2921, and 2840 cm-1 are 

associated with a mixture of stretching vibrational modes of the CH, CH2, and CH3 groups of 

the chemical constituents of the α,β-amyrin mixture. Strong infrared bands around 2900 cm-1 

appear in almost all the vibrational spectra of organic compounds with alkane cycle chains, 

which justifies these high-intensity bands. 

The wavenumber region from 600 cm-1 to 1800 cm-1 covers part of the fingerprint 

region. In this spectral region are found a variety of vibrational modes, among them, twisting 

(), stretching (ν), bending (), wagging (wag), scissoring (sc), rocking (r), and deformation out 

of the plane (). The stretching mode of the double bond C=C present in the α-amyrin and β-

amyrin is observed with very weak intensity in the experimental infrared spectrum at 1660 cm-

1; however, it appears in the Raman spectrum with medium intensity. This vibrational mode 

does not appear in the calculated absorbance spectra of the chemical components of the mixture 

but appears in the calculated absorbance spectrum of the isomeric mixture at 1665 cm-1 with 

very weak intensity.  

The infrared absorption bands observed at 1606 and 1585 cm-1 are not found in the 

calculated infrared absorption spectra of the chemical constituents of the isomeric mixture, and 

neither calculated absorbance spectrum of the α,β-amyrin mixture; and they are probably 

overtones or combination modes. 

The anti-symmetric bending of the methyl group is clearly observed at 1509 cm-1 in the 

experimental and calculated absorbance spectra of the α,β-amyrin mixture, and it does not 

appear in the calculated infrared absorption spectra of the chemical constituents of the isomeric 

mixture. 

The bending modes of methyl and methylene groups appear at four distinct spectral 

regions. Scissoring and asymmetric deformation appears in the region between 1464 and 1457 

cm-1. Three infrared bands observed at 1387, 1379, and 1359 cm-1, which also appear in the 

Raman spectrum are attributed to the wagging vibrations of the methyl and methylene groups. 

A very weak intensity infrared absorption band observed at 1308 cm-1, which appears 

of very weak intensity in the Raman spectrum at 1303 cm-1, corresponds to a mixture of 
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vibrational modes that are associated with the CC stretching vibration and wagging and rocking 

vibrations of the CH3 group.  

The infrared absorption band observed at 1190 cm-1 presented a weak intensity and is 

related to HCCC twisting mode, CC and CO stretching modes, and HOC bending mode. The 

infrared band at 1096 cm-1 was associated with the presence of CC stretching mode and HCCC 

twisting vibration. 

The rocking vibrations of methyl and methylene groups appear at 1037 and 1026 cm-1 

with medium intensity in the infrared absorption spectrum, and torsion vibrations of these 

groups are observed at 992 cm-1 in combination with CC stretching mode.  

In the region of wavenumber below 960 cm-1, it is expected mainly bands associated 

with rings deformations. However, deformation vibrations of the COH group also appear within 

this region. Whereas the Raman bands associated with lattice vibrations are expected in the 

wavenumber region lower than 150 cm-1. 

 

3.3 Electronic proprieties analysis 

 

The HOMO-LUMO frontier orbitals and energy gap of the -amyrin, -amyrin, and 

,-amyrin are shown in Figure 5. The positive and negative lobes are represented in orange 

line and purple line colors, respectively. The HOMO (electron donor) and the LUMO (electron 

acceptor) are mainly localized over the aromatic rings C and D, in the isomeric molecules α-

amyrin and β-amyrin. In the mixture of α,β-amyrin, the HOMO is also localized over the 

aromatic rings C and D of the α-amyrin. Whereas the LUMO is mainly localized over the 

aromatic rings C and D of the -amyrin.  

Figure 5 

The calculated values for the quantum chemical parameters, which are the energy levels 

of the HOMO (EHOMO) and LUMO (ELUMO), the energy gap (E=ELUMO - EHOMO) [39],  

ionization energy (I = –EHOMO) [40], electron affinity (A = –ELUMO) [40], chemical potential (μ 

= –(I + A)/2) [27, 41], electronegativity (χ = –μ ) [27, 41], global hardness (η = (I – A)/2) [42-

44], the global softness (S=1/η) [45], electrophilicity index (ω = μ2/2η) [46], global 

nucleophilicity index (=1/) [47], and the maximum charge transfer index (ΔNmax = - 

(I+A)/2(I-A)) [46, 48, 49] for -amyrin, -amyrin, and ,-amyrin  are given in Table 4. The 

energy gap between HOMO and LUMO calculated for  -amyrin, -amyrin, and ,-amyrin 
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is equal to 6.86 eV, 6.92 eV, and 6.74 eV, respectively. The large HOMO-LUMO energy gap 

for these compounds indicate that they have low reactivity, and low kinetic stability [50], and 

therefore, they are enough stable. The calculated value of dipole moment for -amyrin, -

amyrin, and , amyrin were 1.47, 1.46, and 2.75 Debye (D), respectively.  

Table 4 

The experimental absorption spectrum of , amyrin and the fit of this spectrum is 

shown in Figure 6. The curve fitting for the experimental UV spectrum (Figure 6) was modeled 

as a sum of two Lorentzian functions for the first and third singlet states, and an asymmetric 

band fitted for the second singlet state with an Asymmetric Double Gaussian Cumulative 

function. The curve fitting was able to reproduce the experimental UV absorption spectrum 

with a faithful similarity.  

 

Figure 6 
 

The comparison between the experimental and calculated absorption spectra is 

presented in Figure S10 in the Supplementary Material. Table 5 shows the electronic absorption 

spectral data (experimental and calculated) of ,-amyrin. Three bands of excitation energy 

corresponding to three singlet states for this binary mixture were observed in the experimental 

absorption spectrum in the ultraviolet region. The absorbance bands centered at 226 nm (5.49 

eV), 205 nm (6.05 eV), and 194 nm (6.40 eV) correspond to the first, second, and third singlet 

states, respectively. The experimental maximum absorption wavelength, λmax, which is 

observed at 226 nm (5.49 eV) is associated with the -* transition between the HOMO and 

the LUMO with a contribution of 82 % for this transition. The HOMO-LUMO energy gap 

evaluated from TD-DFT/B3LYP/6-31G(d,p) method was equal to 6.84 eV, corresponding to a 

difference of  1.35 nm between the experimental and calculated energy values for the first 

singlet state.  

 

Table 5 

 

The experimental maximum absorption (second singlet state), which is observed at the 

wavelength of 205 nm, mainly corresponds to HOMO-1 → LUMO+1 electronic transition. The 

TD-DFT/B3LYP/6-31G(d,p) method estimated this electronic state at 177 nm. The percentual 

error between the experimental and calculated wavelengths for the second singlet state is equal 
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to 15.82%. This difference let us suggest that it could be due to the asymmetric character of the 

experimental UV absorption spectrum. The asymmetrical shape of this band is characteristic of 

inhomogeneity of the isomeric mixture [51], since that the α,β-amyrin mixture is in the 

proportion of two molecules of α-amyrin, and one de β-amyrin. Furthermore, the TD-

DFT/CAM-B3LYP/6-31G(d,p) method uses symmetric gaussian functions, whereas the 

experimental UV absorption spectrum presents UV absorption band with asymmetric profile. 

Finally, the third singlet state, which is observed at 194 nm in the experimental UV 

spectrum possesses two electronic transitions with major contributions, which are HOMO-2 → 

LUMO (34%) and HOMO-3 → LUMO (32%).  

 

3.4 Electrochemical behavior of ,-amyrin at GC electrode in PBS buffer, pH 7.40 

 

Figure 7 shows the cyclic voltammograms recorded on a glassy carbon electrode for the 

0.17 mM ,-amyrin solution in PBS buffer (pH 7.40). An oxidation peak and a reduction peak 

are observed at 93 mV and 103 mV (10 mV/s) (Figure 7a), and at -567 mV and -687 mV (100 

mV/s) (Figure 7b), respectively. The oxidation of ,-amyrin recorded in the anode peaks, as 

seen in Figures 7a and 7b, is related to the electrochemical oxidation of the alcohol group on 

carbon 3 to form a ketone, ,-amyrone [52]. 

 

Figure 7 

 

3.5 Evaluation of physical and chemical properties and ADMET 

 

 The physicochemical properties were initially calculated to analyze the direct chemical 

and structural influences on the pharmacokinetic behavior of the molecules. Properties such as 

acid dissociation constant (pKa), partition coefficient (logP), distribution coefficient (logD) at 

specific pH's, and polar surface area (PSA) can provide information regarding the 

bioavailability of oral drugs or the discovery of new drugs [53-57]. As a rule of thumb for oral 

drugs, molecules with a physiological charge equal to zero are preferred, that is, molecules 

without ionizable groups. Another influential property in the bioavailability of oral drugs is the 

distribution coefficient at physiological pH (log D7.4). Thus, compounds with values of 0 
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<logD7.4 <3 present the ideal conditions for absorption and distribution, as they are in an ideal 

range that relates to lipophilicity and permeability [54, 58]. 

 Through the calculated theoretical values, it was possible to observe that the molecules 

have a neutral physiological charge, which suggests that the compounds do not have ionizable 

groups in a physiological medium. They are essentially lipophilic, with logP values evaluated 

at 7.40 and 7.39 for α-amyrin and β-amyrin, respectively, and values which remain constant 

between pH 2-14. Therefore, the distribution coefficient (logD) at physiological pH greater than 

3.0 suggests that the molecules are very lipophilic and poorly permeable, directly influencing 

the bioavailability of these substances (Figure 8A). At the same time, the obtained value of -

10.0 <logS <-6.0 suggests that these molecules are poorly soluble in water, following a 

concentration in the order of 3.38⁻¹⁰ and 4.72⁻¹⁰ mol / L, for α-amyrin and β-amyrin respectively, 

and invariable as a function of pH (Figure 8B). 

 

Figure 8 

 

 The Brain Or IntestinaL EstimateD permeation method (BOILED-Egg) graph expressed 

in Figure 8C uses the molecular descriptors of lipophilicity (WlogP) and polarity (PSA) to 

define the bioavailability of bioactive compounds using the human intestinal absorption (HIA) 

and blood-brain barrier (BBB) permeability [31]. The compounds are outside the high HIA 

limit established between the WlogP values between −2.3 and 6.8 and PSA less than 142 Å² 

and the permeability area limit in the BBB of WlogP of 0.4 to 6 and less than 79 Å² PSA (Figure 

8C). Thus, the calculated values of WlogP> 8 and PSA = 20.23 suggest that the substances have 

low intestinal absorption and do not reach the central nervous system (CNS) because they are 

not permeable to BBB, in addition to the low potential for efflux through biological membranes 

by not being substrates of P-glycoprotein (P-gp) and, therefore, limiting characteristics of their 

distribution volumes in the bloodstream after intestinal absorption (Table 6). 

 

Table 6 

 

 Table 7 shows the metabolism information of the molecules by inhibition of cytochrome 

P450 (CYP450) isoenzymes, the main precursor of phase I metabolism of bioactive 

compounds. Among these are the isoenzymes CYP1A2, responsible for the majority of the 
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reactions of biotransformation of drugs by metabolic activation, and CYP3A4, responsible for 

the reactions of N- and O-dealkylations [59-62]. It was, thus, possible to observe that the 

compounds α-amyrin and β-amyrin do not have promiscuity of inhibition of the CYP450 

isoenzymes evaluated in this prediction, constituting compounds with a lower risk of liver 

toxicity by metabolic activation. However, they are very lipophilic compounds and tend to have 

a longer half-life in the human body before being excreted. In addition, the compounds have no 

cardiotoxic risk due to inhibition of hERG ion channels, where the cardiotoxic probability map 

shows that the negative contribution associated with the hydroxyl group of the molecules does 

not overlap the positive contributions of the pentacyclic chain of triterpenes, with a degree of 

confidence of 60 % in this prediction (Figure 8D). 

 

Table 7 

 

4. Conclusions  

 

The molecular structure of the isomeric binary mixture of 3α-hydroxiurs-12-ene (α-

amyrin) and 3β-hydroxiolean-12-ene (β-amyrin) was confirmed by one- and two-dimensional 

NMR and Mass spectroscopy. The ATR-FTIR and FT-Raman spectra of the α,β-amyrin 

mixture from Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand resin were obtained at room 

temperature.  A comparison of the experimental absorbance spectrum with calculated 

absorbance spectra of the chemical components and of the isomeric binary mixture allowed us 

to assign most of the normal modes. The experimental and theoretical UV absorption spectra 

were also obtained, and allowed to find possible electronic transitions for , amyrin. Three 

bands of excitation energy corresponding to three singlet states for this binary mixture were 

observed in the experimental absorption spectrum in the ultraviolet region. Cyclic voltammetry 

analysis for of ,-amyrin allowed to elucidate the oxidations and reductions processes.   The 

calculation of theoretical physical-chemical properties was also fundamental in justifying the 

pharmacokinetic behavior of molecules which, despite the decrease in their respective 

bioavailability, are promising chemical compounds and with the lowest toxicological risk due 

to metabolic activation. 
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CAPTION FOR THE FIGURES: 

 

Figure 1. Chemical structures of ,-amyrin isolated from raw Protium heptaphyllum resin. 

 

Figure 2. The fragmentation mechanism justifying the fundamental peaks for ,-amyrin 

mixture.   

 

Figure 3.  Experimental infrared spectrum of the ,-amyrin mixture and the calculated 

(scaled) infrared spectra of their chemical components, and of the isomeric mixture in the 

spectral regions of 3800–2500 cm−1 and in 1800–130 cm−1. 

 

Figure 4. Experimental FT-Raman spectrum of the α,β-amyrin mixture and the calculated 

(scaled) infrared spectra of their chemical components, and of the isomeric mixture in the 

spectral regions of 3800–2600 cm−1 and in 1800–40 cm−1. 

 

Figure 5. The frontier HOMO and LUMO orbitals for -amyrin, -amyrin and ,-amyrin. 

 

Figure 6. Experimental UV absorption spectrum of ,-amyrin (in black color), and fit for this 

curve (Peak sum of the three singlet states, in gray color) and the peak fit to each transition 

mode which is given in Table 5. These are: S1 singlet state, in cyan color (226 nm), S2 singlet 

state, in violet color (205 nm), and S3 singlet state, in olive color (194 nm). In the inset in the 

190 -240 nm region consist of the experimental UV spectrum of ,-amyrin (in black color). 

Figure 7. Cyclic voltammograms recorded at GC in: (dot line) PBS buffer, pH = 7.40, (solid 

line) 0.17 mM of ,-amyrin (50% PBS buffer: 50% ethanol). Experimental conditions: Einitial 

= Efinal = –1000 mV; E1 = +1000 mV; (A)  = 10 mVs-1 and (B)  = 100 mVs-1. 

 

Figure 8. (A) ChemAxon logD values and (B) ChemAxon logS values with the pH variation 

of -amyrin (blue curve) and -amyrin (red curve); (C) BOILED-Egg graph with the human 

intestinal absorption (HIA) and blood-brain barrier (BBB) models by the WlogP and PSA 

descriptors. (D) Probability map of cardiotoxic effect with positive (green) and negative (pink) 

fragments for inhibition of hERG channels. 
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CAPTION FOR THE TABLES: 

 

 

Table 1. 1H NMR and 13C NMR data of ,-amyrin mixture in CDCl3. 

 

Table 2. Correlations of 1H x 13C [HMBC – nJCH ( n = 2 and n = 3 ) of the  α,β-amyrin mixture  

in CDCl3. 

 

Table 3. Experimental wavenumbers (cm−1) of the Raman and infrared bands of the α,β-amyrin 

mixture and assignment for their vibrational modes. 

 

Table 4.  Quantum chemical parameters for α-amyrin, β-amyrin, and α,β-amyrin. 

Table 5. Electronic absorption spectral data (experimental and calculated) of ,-amyrin.  

 

Table 6. Predicted physicochemical and pharmacokinetic properties of -amyrin and -amyrin: 

pKa (ionization constant); NaN (Non-ionizable atoms); ClogP (ChemAxon partitioning 

coefficient); WlogP (Wildman partitioning coefficient); ClogD7.4 (ChemAxon distribution 

coefficient at pH 7.4); ClogS (ChemAxon solubility coefficient); PSA (Polar Surface Area); 

HIA (Human Intestinal Absorption); BBB (Blood-Brain Barrier penetration); P-gp (P-

glycoprotein substrate). 

 

Table 7. Prediction of the metabolism by the CYP450 inhibition and cardiotoxicity by the 

hERG chanel inhibition for -amyrin and -amyrin.  
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FIG 1_STRUCTURE MOLECULAR  

 

 
 

 

Figure 1. Chemical structures of ,-amyrin isolated from raw Protium heptaphyllum resin. 
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FIG 2_FRAGMENTATION MECHANISM 

 

 

 

Figure 2. The fragmentation mechanism justifying the fundamental peaks for ,-amyrin 

mixture.   
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FIG 3_ATR-FTIR_AMYRIN_EXP&THEOR 

 

 

Figure 3.  Experimental infrared spectrum of the ,-amyrin mixture and the calculated 

(scaled) infrared spectra of their chemical components, and of the isomeric mixture in the 

spectral regions of 3800–2500 cm−1 and in 1800–130 cm−1. 
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FIG 4_FT_RAMAN_AMYRIN_EXP&THEOR 

 

 

 

Figure 4. Experimental FT-Raman spectrum of the α,β-amyrin mixture and the calculated 

(scaled) infrared spectra of their chemical components, and of the isomeric mixture in the 

spectral regions of 3800–2600 cm−1 and in 1800–40 cm−1. 
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FIG 5_HOMO&LUMO 

 

 

 

Figure 5. The frontier HOMO and LUMO orbitals for -amyrin, -amyrin and ,-amyrin. 
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FIG 6_UV SPECTRUM_EXP_FIT 

 

 

Figure 6. Experimental UV absorption spectrum of ,-amyrin (in black color), and fit for this 

curve (Peak sum of the three singlet states, in gray color) and the peak fit to each transition 

mode which is given in Table 5. These are: S1 singlet state, in cyan color (226 nm), S2 singlet 

state, in violet color (205 nm), and S3 singlet state, in olive color (194 nm). In the inset in the 

190 -240 nm region consist of the experimental UV spectrum of ,-amyrin (in black color). 
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FIG 7_VOLTAMMOGRAMS 

 

 

Figure 7. Cyclic voltammograms recorded at GC in: (dot line) PBS buffer, pH = 7.40, (solid 

line) 0.17 mM of ,-amyrin (50% PBS buffer: 50% ethanol). Experimental conditions: Einitial 

= Efinal = –1000 mV; E1 = +1000 mV; (A)  = 10 mVs-1 and (B)  = 100 mVs-1. 
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FIG 8_ADMET FOR ,-AMYRIN 

 

 
 

Figure 8. (A) ChemAxon logD values and (B) ChemAxon logS values with the pH variation 

of -amyrin (blue curve) and -amyrin (red curve); (C) BOILED-Egg graph with the human 

intestinal absorption (HIA) and blood-brain barrier (BBB) models by the WlogP and PSA 

descriptors. (D) Probability map of cardiotoxic effect with positive (green) and negative (pink) 

fragments for inhibition of hERG channels. 
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Table 1. 1H NMR and 13C NMR data of ,-amyrin mixture in CDCl3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-amyrin -amyrin 

C δC δH. J (HZ) δC δH. J (HZ) 

1CH2 38.8 1.66 ; 1.00 38.6 1.06 ; 1.05 

2CH3 27.3 - 27.3 - 

3CH 79.1 3.22 (dd, J = 10.4 e 5.0) 79.1 3.23 (dd, J = 10.4 e 5.0) 

4C 38.8 - 38.8 - 

5CH 55.2 - 55.2 - 

6CH2 18.4 1.60 ; 1.30 18.4 1.60 ; 1.30 

7CH2 32.9 - 32.6 - 

8C 40.0 - 39.8 - 

9CH 47.7 1.57 47.6 1.53 

10C 36.9 - 36.9 - 

11CH2 23.4 - 23.5 - 

12CH 124.4 5.10 (t, J = 3.6) 121.7 5.16 (t, J = 3.6) 

13C 139.6 - 145.2 - 

14C 42.1 - 41.7 - 

15CH2 28.1 - 26.1 - 

16CH2 26.6 - 26.9 - 

17C 33.8 - 32.5 - 

18CH 59.1 1.32 47.2 1.95 

19 39.7 1.32 46.8 1.70 ; 1.03 

20 39.6 0.92 31.1 - 

21CH2 31.3 - 34.7 - 

22CH2 41.5 1.45 ; 1.29 37.1 - 

23CH3 28.1 - 28.1 - 

24CH3 15.6 - 15.5 - 

25CH3 15.7 - 15.6 - 

26CH3 16.9 - 16.8 - 

27CH3 23.3 1.05 (s) 26.0 1.2 (s) 

28CH3 28.8 0.78 (s) 28.4 0.81(s) 

29CH3 17.5 0.77 (d) 33.4 - 

30CH3 21.4 0.91 (d, J = 6.1) 23.7 - 

Legend: 19CH and 20CH = α-amyrin; 19CH2 and 20C = β-amyrin.  
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Table 2. Correlations of 1H x 13C [HMBC – nJCH ( n = 2 and n = 3 ) of the  α,β-amyrin mixture  

in CDCl3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                       α-amyrin                                                     β-amyrin 

C 2JCH 
3JCH 2JCH 

3JCH 

1  H-3  H-3 

3  3H-23; 3H-24  3H-23; 3H-24 

5  3H-23; 3H-24; 3H-25  3H-23; 3H-24; 3H-25 

9    H-12 

11 H-12  H-12  

12     

13  3H-27  3H-27 

14  H-12  H-12 

18  H-12   

23  H-3  H-3 

24  H-3  H-3 
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Table 3. Experimental wavenumbers (cm−1) of the Raman and infrared bands of the α,β-amyrin 

mixture and assignment for their vibrational modes. 

Nomenclature:  = torsion;  = deformation out of plane; r= rocking; wag= wagging;   

 = deformation;  as = anti-symmetric bending,  = stretching; as = asymmetric stretching;  

s = symmetric stretching. 
a Raman intensities experimental (IRaman) were normalized between 0 to 1 with highest peak Raman equal 

to 1. 
b Absorbance intensities experimental (IIR) were normalized between 0 to 1 with highest peak absorbance 

equal to 1. 
 

Raman bands 

of -amyrin 

 

 

Raman (cm-1) 

Raman 

intensities 

of -amyrin 

 
aRaman 

IR bands of 

-amyrin 

 

 

IR (cm-1) 

IR bands of 

 -amyrin 

 

 
IR 

Assignment for some vibrational 

modes  

of -amyrin 

- - 3272 0.29  (OH) 

2978 0.61 2976 0.69 as (CH) + as (CH2) 

2949 1.00 2946 1.00  (CH3)  + as (CH2) + s (CH) 

2921 0.99 2928 0.88 s (CH3) + s (CH2) 

2840 0.44 2838 0.60  (CH3) + s (CH3) 

1660 0.24 1660 0.07 ν (C = C) 

  1606 0.06 Overtone or combination modes 

  1585 0.06 Overtone or combination modes 

  1509 0.09 δas (CH3) 

1464 0.35 1465 0.44 sc (CH2) + δas (CH3) 

1457 0.38 1456 0.41 sc (CH2) + as (CH3) 

1386 0.15 1387 0.36 wag (CH2) + wag (CH3) 

1379 0.10 1379 0.34 wag (CH2) + wag (CH3) 

1356 0.15 1359 0.22 wag (CH2) + wag (CH3)  

1303 0.16 1308 0.10 wag (CH3) +  (CC) + r (CH)  

1190 0.2 1190 0.18  (HCCC) +  (CC) +  (HOC) +  (OC) 

1098 0.10 1096 0.18  (CC) +  (HCCC) 

1038 0.14 1037 0.48 r (CH2) + r (CH3) 

- - 1026 0.37 r (CH2) + r (CH2) 

996 0.10 996 0.41  (HCCC) +  (CC) +  (CCCC) 

989 0.10 992 0.39  (CC) +  (CH2) +  (CH3) 

959 0.16 965 0.11  (CCCC) +  (CCCC) 

952 0.14 950 0.11  (CCCC) +  (CCCC) +  (CCCH) 

924 0.13 925 0.08  (CCCC) +  (CCCH) 

915 0.13 913 0.06  (CCCC) +  (CCCC) 

828 0.06 827 0.05  (CCCC) +  (CCCH) +  (CC) 

806 0.08 806 0.05  (CC) +  (CCCC) +  (CCCH) 

665 0.10 664 0.07  (CC) +  (CO) +  (CCCC) +  (CCCH) 

300 0.08 302 0.03  (COH) +  (CCCC) +  (CCCH) 

294 0.08 292 0.02  (CCCC) +  (CCCH) +  (CCCH) 
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Table 4.  Quantum chemical parameters for α-amyrin, β-amyrin, and α,β-amyrin. 

Compound EHOMO 

(eV) 
ELUMO 

(eV) 
E 

(eV) 

I 
(eV) 

A 
(eV) 

 

(eV) 
 

(eV) 
 

(eV) 

S 
(1/eV) 

 

(eV) 
 

(1/eV) 
Nmax 

 

α-amyrin 
-5.99 0.87 6.86 5.99 -0.87 

2.56 -2.56 3.43 0.29 0.96 1.04 0.37 

β-amyrin 
-6.02 0.90 6.92 6.02 -0.90 

2.56 -2.56 3.45 0.29 0.95 1.05 0.37 

α,β-amyrin 
-5.91 0.83 6.74 5.91 -0.83 

2.54 -2.54 3.37 0.30 0.96 1.04 0.38 

 

 

 

 

Table 5. Electronic absorption spectral data (experimental and calculated) of ,-amyrin.  

  

Singlet 

states 

Experimental TD-DFT/B3LYP/6-31G(d,p) 

λ(nm) E(eV) λ(nm) E(eV) fos Electronic 

Transitions 

% Major 
Contributions 

S1 226 5.49 181 6.84 0.3445 H –> L  82 

         S2 205 6.05 177 6.99 0.4313 H-1 –> L+1 77 

S3 194 6.40 170 7.31 0.0026 H-2 –> L  34 

      H-3 –> L                      32 

fos = oscillator strength, H = highest occupied molecular orbital, L = lowest unoccupied 

molecular orbital. 
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Table 6. Predicted physicochemical and pharmacokinetic properties of -amyrin and -amyrin: 

pKa (ionization constant); NaN (Non-ionizable atoms); ClogP (ChemAxon partitioning 

coefficient); WlogP (Wildman partitioning coefficient); ClogD7.4 (ChemAxon distribution 

coefficient at pH 7.4); ClogS (ChemAxon solubility coefficient); PSA (Polar Surface Area); HIA 

(Human Intestinal Absorption); BBB (Blood-Brain Barrier penetration); P-gp (P-glycoprotein 

substrate). 
Compound 

name 

pKa ClogP WlogP ClogD7.4 ClogS Ali Solubility 

(mol/L) 

PSA (Å²) HIA BBB P-gp 

α-amyrin NaN 7.40 8.17 7.40 -8.75 3.38-10 20.23 Low No No 

β-amyrin NaN 7.39 8.02 7.39 -9.04 4.72-10 20.23 Low No No 

 

 

 

 

 

 

Table 7. Prediction of the metabolism by the CYP450 inhibition and cardiotoxicity by the hERG 

chanel inhibition for -amyrin and -amyrin.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compound 

name 

CYP1A2 

inhibitor 

CYP2C19 

inhibitor 

CYP2C9 

inhibitor 

CYP2D6 

inhibitor 

CYP3A4 

inhibitor 

hERG 

inhibitor 

Confidence 

pred-hERG 

α-amyrin No No No No No No 0.60 

β-amyrin No No No No No No 0.60 
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Figure S1. 13C NMR spectrum (75 MHz, CDCl3) for α,β -amyrin mixture 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S2. 1H NMR spectrum (300 MHz, CDCl3) for α,β -amyrin mixture 
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Figure S3. 1H x 1H-COSY (75 MHz, CDCl3) spectrum for α,β-amyrin mixture. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S4. 1H x 13C 2D-HSQC (75 MHz, CDCl3) spectrum for α,β-amyrin mixture.  
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Figure S5. 1H x 13C 2D-HMBC (75 MHz, CDCl3) spectrum for α,β -amyrin mixture.   
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Figure S6. (A) Chromatogram for ,-amyrin mixture. (B)  Mass spectra for -amyrin, and (C) Mass 

spectra for -amyrin. 
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Figure S7. Optimized molecular structures obtained at B3LYP/6-311++G(d,p) level of theory for (a)  

α-amyrin, (b) β-amyrin, and (c) α,β-amyrin.  
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Figure S8. Experimental ATR-FTIR spectrum of α,β-amyrin.  

 

Figure S9. Experimental Raman spectrum of α,β-amyrin.  
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Figure S10. UV absorption spectra (experimental and calculated) of α,β-amyrin.  
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Abstract 

 

The use of the bacterial efflux pump mechanism to reduce the concentrations of antibiotics in 

the intracellular to the extracellular region is one of the main mechanisms by which bactéria 

acquire resistance to antibiotics. The present study aims to evaluate the antibacterial activity of 

the α,β-amyrin mixture isolated from Protium heptaphyllum against the multidrug-resistant 

strains of Escherichia coli 06 and Staphylococcus aureus 10, and to verify the inhibition of the 

efflux resistance mechanisms against the strains of Staphylococcus aureus 1199B and K2068, 

carrying the NorA and MepA efflux pumps, respectively. The α,β-amyrin did not show 

clinically relevant direct bacterial activity. However. The α,β-amyrin when associated with the 

gentamicin antibiotic presented synergistic effect against the multidrug-resistant bacterial strain 

of S. aureus 10. In strains with efflux pumps, α,β-amyrin was able to inhibit the action of the 

efflux protein NorA against Ethidium Bromide. However, this inhibitory effect was not 

observed in the MepA efflux pump. In addition, when evaluating the effect of standard efflux 

pump inhibitors, clorptomazine and CCCP, α,β-amyrin showed a decrease in MIC, 

demonstrating the presence of the efflux mechanism through synergism. Docking studies 

indicate that α,β- amyrin have a higher affinity energy to MepA, and NorA than ciprofloxacin 

and norfloxacin. Also, α,β-amyrin bind to the same region of the binding site as these 

antibiotics. It was concluded that the α,β-amyrin has the potential to increase antibacterial 

activity with the association of antibiotics, together with the ability to be a strong candidate for 

an efflux pump inhibitor. 

 

Keywords: α, β-amyrin mixture; Antibacterial activity; Efflux pump; Molecular docking. 
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1. Introduction 

 

The emergence of multidrug-resistant pathogens (MDR) has become a worldwide problem 

causing harm to the effective treatment of a wide variety of infectious diseases. These pathogens 

acquire resistance mainly due to the indiscriminate use of antibiotics [1]. The World Health 

Organization (WHO) has published a list of priority pathogens that urgently need the 

development of new antimicrobial agents, which are strains of methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) or susceptible to vancomycin and strains of the 

Enterobacteriaceae family resistant to carbapenem and producers of extended-spectrum beta 

lactamase (ESBL) are among the main microorganisms that cause clinical infections [2], 

causing an estimated 700.000 deaths per year [3].  

Staphylococcus aureus is a human bacterial pathogen characterized by Grampositive cocci 

capable of living in aerobic to facultative anaerobic conditions, usually found in various 

locations in the human microbiota such as skin, nostrils and gastrointestinal tract, and sharing 

a benign or commensal relationship with the host. However, it can become an opportunistic 

pathogen, as it penetrates host tissues through injury, syringe inoculation, or by direct 

implantation with medical devices [4]. It is frequently associated with hospital and community 

infections, causing infectious diseases that are difficult to treat, mainly due to its wide capacity 

to produce virulence factors and the ability to acquire resistance against multiple classes of 

antibiotics, including resistance to β-lactam, aminoglycosides, macrolides, lincosamides, 

fluoroquinolones, chloramphenicol, sulfonamides, streptomycin and tetracycline [5-7]. It is the 

main pathogen that causes bloodstream infections [8]. 

Escherichia coli is a Gram-negative anaerobic bacterium that is found in the human 

microbiota, living commensally in the intestinal tract [9] and has the potential to cause extra-

intestinal pathologies, especially urinary tract infections [10], various intraabdominal, 

pulmonary infections, skin, soft tissue and bloodstream [11]. In addition, E. coli is the leading 

cause of life-threatening diarrheal diseases worldwide [12].  

The evolution of the resistance mechanisms of these microorganisms has become a relevant 

factor in the fight against the spread of infectious diseases. Resistance can be intrinsic or 

acquired, through spontaneous mutations or due to the horizontal transfer of genes from donor 

bacteria, phages, or free DNA. Actions associated with intrinsic or acquired resistance include 

preventing antibiotics from penetrating the bacterial cell wall; removal by means of specific 

efflux pumps (EP); deactivation or degradation of antibiotics [13]. 
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In recent decades, multi-drug efflux pumps have gained the attention of researchers due to 

their potential association with clinical multidrug resistance [14]. The use of the bacterial efflux 

pump mechanism to reduce the concentrations of antibiotics in the intracellular to the 

extracellular region is one of the main mechanisms by which bacteria acquire resistance to 

antibiotics [14].  

In addition to antibiotics, efflux pumps can also extrude a wide variety of compounds: 

bacterial metabolites and compounds produced by plants [15]. A viable strategy is using 

compounds of plant origin as drug resistance reversal agents, specially efflux pump inhibitors 

[16,17] These compounds may have their own antimicrobial activity or have the ability to 

increase the activity of ineffective antibiotics through inhibition/modulation of efflux pumps 

[16].  

Strains of Staphylococcus aureus, 1199-B and K2068, which overexpress the NorA and 

MepA genes, respectively, which code for the NorA and MepA efflux pumps, play an 

importante role in resistance to different antimicrobial agents [18,19]. NorA and MepA efflux 

pumps act against antibiotics of the fluoroquinolone class [20]. Thus, our choice was based on 

their action on the antibiotics that were tested; norfloxacin for the NorA pump and ciprofloxacin 

for the MepA efflux pump. These efflux pumps have been frequently used as a microbial model 

to assess whether a compound acts as an efflux pump inhibitor Furthermore, the norA and mepA 

genes have a high prevalence in S. aureus strains [21]. In addition, the NorA efflux pump is 

known to mediate ethidium bromide extrusion [22] a substrate used in tests to assess the activity 

of efflux pump inhibitors. 

In order to suppress the advance of bacterial resistance, research centers are based on the 

synergistic interaction of natural compounds with antibiotics already available [23], such as, 

new compounds capable of neutralizing resistance mechanisms when associated with resistance 

modifying agents. along with active drugs [24,25]. In this scenario, the inhibition of bacterial 

efflux pumps by plant-derived compounds was investigated as a therapeutic strategy for the 

treatment of infections caused by multidrugresistant bactéria [26].  

Phytochemical studies carried out with the resin of the species Protium heptaphyllum 

(Aubl) Marchand, belonging to the family Burseraceae, popularly known as “breu branco” and 

“almecegueira”, and located mainly in the Amazon region [25], identified the majority presence 

of the terpene compound α,β-amyrin, chemically formed by the mixture of two pentacyclic 

triterpenoid components, α-amyrin (ursane) and β-amyrin (olean) [27,28]. There are a wide 

variety of studies that contemplate the interest in these compounds, the justification is due to 

innumerable biological activities already described in the literature, among these activities, the 
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anti-inflammatory effect, activities in the central nervous system, action were more frequently 

described in the metabolism and in the digestive tract [28]. 

Based on the knowledge that compound terpenes have already demonstrated antimicrobial 

biological activity [29] and the association of some terpenes with conventional antibiotics has 

increased antibiotic activity [30]. The present study aims to evaluate the antibacterial activity 

of the α, β-amyrin mixture in vitro against the multidrug-resistant strains of Escherichia coli 06 

(EC 06) and Staphylococcus aureus 10 (SA 10), and to investigate its potential as efflux pump 

inhibitor of S. aureus strains 1199B and K2068, which are carriers of the NorA and MepA 

efflux pumps, respectively. 

 

2. Material and Methods 

 

2.1 Isolation of the binary mixture of α, β-amyrin 

 

The mixture of α,β-amyrin was isolated from the Protium heptaphyllum resin. The resin 

(20g) was fractionated by silica gel column chromatography with hexane, chloroform, ethyl 

acetate and methanol. Fractions obtained with chloroform (5.2g), were repeatedly 

chromatographed on silica gel and eluted wit increasing amounts of hexaneethyl acetate. 

Fractions obtained from hexane: acetate (1:1) were analyzed by TLC and contained 450mg de 

alpha- and beta-amyrin [31]. 

 

2.1 Bacterial strains 

 

The microorganisms used for the determination of antibacterial activities were the 

multidrug-resistant strains of Staphylococcus aureus 10 and Escherichia coli 06. They were 

obtained from clinical isolates of rectal swab and uroculture, respectively. The S. aureus 10 was 

provided by Prof. Humberto Medeiros Barreto of the Department of Parasitology and 

Microbiology from Federal University of Piaui, and E. Coli 06 was provided by Vicente Lemos 

Laboratory (Crato-CE, Brazil). The bacterial source and antibiotic resistance profile is shown 

in Table 1, as reported in the study by Lima and collaborators [32]. 

The analysis of bacterial resistance and the analysis of the efflux pump inhibition were 

performed using the strains of Staphylococcus aureus 1199B and K2068, which are carriers of 

the NorA and MepA efflux pumps, respectively. The S. aureus 1199B was ceded by Prof. S. 

Gibbons from University of London, and the S. aureus K2068 was ceded by Prof. Glenn Kaatz 
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from University School of Medicine. The bacterial strains were maintained on Brain Infusion 

Heart agar (BHIA) at 4 °C, and before the assay the cells were cultured overnight at 37 °C in 

Brain Heart Infusion (BHI). The samples were transferred from the solid medium to test tubes 

containing 3 mL of sterile 0.9 % NaCl solution, and turbidity was evaluated using a value of 

0.5 on the McFarland scale, corresponding to 105 CFU. 

 

2.2 Drugs 

 

The ampicillin, ciprofloxacin and gentamicin antibiotics were used against the multidrug-

resistant strains of S. aureus 10 and E. coli 06, to evaluate the activity of α, β- amyrin. The 

sulbactam+ampicillin antibiotic and carbonylcianeto-3-chlorophenylhydrazone (CCCP) were 

used as test controls. The S. aureus 1199B and K2068 strains were tested with the norfloxacin 

and ciprofloxacin antibiotics, respectively, in order, to also evaluate the antibacterial activity of 

the α,β-amyrin mixture against these strains. The ethidium bromide substrate, the 

carbonylcyanide-3-chlorophenylhydrazone (CCCP) and chlorpromazine (CPZ) efflux pump 

inhibitors were used as test controls. The ampicillin, ciprofloxacin and gentamicin antibiotics, 

as well as α, β-amyrin, were dissolved initially in dimethyl sulfoxide (DMSO), and 

subsequently they were diluted in sterile distilled water, CCCP was dissolved in 

methanol/water, while ethidium bromide, sulbactam was dissolved in sterile distilled water. 

Chlorpromazine was also diluted initially in DMSO and subsequently in water. All drugs were 

prepared in initial concentrations of 1.024 μg/mL and diluted in series in test tubes. All drugs 

were purchased from SIGMA Chemical Co. (St. Louis, USA). 

 

2.3 Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) 

 

The minimum inhibitory concentration test (MIC) was performed using the broth 

microdilution method [33]. Bacterial cultures kept on agar under refrigeration at -80 ºC were 

grown in brain and heart infusion broth (BHI) and incubated at 37 ºC for 24 h. Then, each 

inoculum was prepared with BHI 10% in the proportion of 1: 9. Soon after, 100 μL of the 

inoculum in medium was added to wells of a plate containing 96 wells with 100 μL of the 

substance in concentrations ranging from 1.024 to 8 μg/mL, followed by incubation at 37 ºC 

for 24 h. Positive controls (medium + inoculum) were included in the last wells of the plate. 

After incubation, a sodium resazurin solution at a concentration 400 μg/mL was added to each 

well, followed by an additional 1 h incubation period at room temperature. The change in color 
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from blue to red in the solution, caused by the reduction of resazurin, was used to detect 

bacterial growth. MIC was defined as the lowest concentration at which no bacterial growth 

was observed. All experiments were carried out in triplicate for all bacterial strains. 

 

2.5 Modulating effect of antibiotic resistance by α, β-amyrin 

 

The modulating effect of the association of the antibiotic with the compound α, β- amyrin 

was evaluated by calculating the MICs of the antibiotics ampicillin, ciprofloxacin and 

gentamicin (Sigma, MO, USA) against resistant strains of E. coli and S. aureus, norfloxacin 

was tested only for S. aureus, in the presence or absence of the compound in subinhibitory 

concentrations (MIC/8) [34]. All experiments were carried out in triplicate for all bacterial 

strains. 

 

2.6 Efflux pump inhibition analysis 

 

The efflux pump inhibition analysis was performed by assessing the ability of α,β-

amyrin to reduce the MIC of norfloxacin or ethidium bromide against strains of S. aureus 1199B 

and ciprofloxacin or ethidium bromide against strains of S. aureus K2068. Strains that express 

genes that encode efflux proteins associated with antibiotic resistance to norfloxacin and 

ciprofloxacin, respectively. For this purpose, the MIC of antibiotics and ethidium bromide were 

calculated in the presence or absence of subinhibitory concentrations of the pentacyclic 

triterpene α, β-amyrin [34,35]. The bacterial inoculants were prepared as previously described, 

and α, β-amyrin was added in a concentration equivalent to its MIC / 8. In each well of the plate 

containing 96 wells, 100 μL of the treatment solution were filled and then ethidium bromide or 

antibiotics were added to the wells in concentrations ranging from 1.024 to 0.5 μg/mL. The 

efflux pump mechanism is evidenced comparing the ethidium bromide control with the 

ethidium bromide + standard inhibitor association. A reduction in MIC of ethidium bromide or 

antibiotics are interpreted as an inhibition of the efflux pump. 

 

2.7 Computational procedures 

 

2.7.1 Computational details 
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The simulations were performed on the 64-bit software operating system. The codes that 

were used: UCSF Chimera ™ [36], Autodocktools ™ [37], AutoDockVina ™ [38], Avogadro 

™ (http://avogadro.cc/) [39], Discovery studio visualizer ™ viewer [40] and Marvin ™ 19.8, 

2020, (http://www.chemaxon.com) [41]. All codes used are free for academic use. 

 

2.7.2 Preparation and optimization of ligands  

 

The structures of α-amyrin and β-amyrin (Figure 1) were rendered using the 

MarvinSketch code (https://chemaxon.com/products/marvin) and then subjected to structural 

optimization using the classic MMFF94 force field formalism (Merck Molecular Force Field 

94) [42]. The optimization calculations were performed using the Avogadro® code [39], 

conFigure d to perform MMFF94 force field simulations, using the Steepest Descent algorithm 

[43], 500 numeric steps and a convergence parameter 10e-7 [44]. 

 

2.7.3 Obtaining and preparing protein structures 

 

Following the methodology proposed by Siqueira et al. [45] the amino acid sequence of 

MepA and NorA of S. aureus 1199B were obtained from the Universal Protein Resource 

database - UniProt (http://www.uniprot.org) [46], where they were deposited under NCTC code 

8325 and Q03325 respectively (Table S1-supplementary material). To build the protein models 

the SWISS-MODEL server (https://swissmodel.expasy.org/) [47] was used configured to 

perform searches for structural models through alignment tests performed by the HMM-HMM-

based lightning algorithm -fast iterative sequence search (HHBlits) [48]. After alignment, the 

most similar structures were chosen to build the protein model. For MepA, the structure of the 

multi-drug and toxic compound extrusion (MATE) transporter of the Bacillus halodurans 

(PDB-ID: 5C6N) [49] was used as a template for NorA E. coli YajR transporter 

(PDBID:3WDO) [50]. 

 

2.7.4 General Docking procedures 

 

The docking simulations were performed using the Local Search global optimizer [38]  

available in the AutoDock Vina code (version 1.1.2) using 3 multithreading routes [51]. In the 

simulations with the MepA grid box it was centered in the whole protein and defined with the 

parameters of 70Åx76Åx84Å and dimensions (x, y, z) = (9.189, -18.945, -21.94), with NorA 

http://avogadro.cc/
http://www.chemaxon.com/
https://chemaxon.com/products/marvin
http://www.uniprot.org/
https://swissmodel.expasy.org/
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the simulations used grid box centered in all protein with the parameters of 80Åx68Åx70Å and 

dimensions (x, y, z) = (5.074,-2.171,-19.126). 

As a standard procedure, 50 independent simulations were performed, obtaining 20 

poses each [52], using the Exhaustiveness criteria equal to 64. At the end of the coupling 

simulations, several ligand binding energies were obtained with their respective conformations; 

the stable conformation, which corresponds to the lowest energy bond, was chosen as the best 

pose and was used in the docking analysis [53]. To assess the stability of the protein / ligand 

complex, affinity energy was used as a parameter, with ideality parameters values below -6.0 

kcal/mol [54]. Emphasizing that all simulations were with the same parameters to obtain 

comparative data with the antibiotics Ciprofloxacin and Norfloxacin for MepA and NorA 

respectively. 

 

2.7.5 Medicinal chemistry properties and SAR estimate 

 

The properties of medicinal chemistry of molecular weight (MW), lipophilicity (logP), 

H-bond acceptors (HBA) and donors (HBD), polarity (TPSA) and number of rotating bonds 

(Nrotb), as well as structural fraction properties carbon sp3 (Fsp3), number of rings (NRING) 

and stereo centers (SC) were calculated using the ADMETlab 2.0 web server 

(https://admetmesh.scbdd.com/) [55] to estimate the structure / activity ratio (SAR) of α, β-

amyrin analogs.  

For the quantitative estimate of drug-likeness (QED), equation 2 was used, embedded 

in the web server. 

 

where di indicates the properties within the drug-likeness desirability spectrum and em = 8 is 

the quantity of drug-likeness properties related: MW, logP, HBA, HBD, TPSA, Nrotb, number 

of aromatic rings (NAR) and number of reactive functional group alerts. Thus, a substance has 

great viability as a medicine as the QED values approach 1.0 [56]. 

 The mathematical model of medicinal chemistry evolution in 2018 (MCE18) is 

 mbedded in the web server to predict the structural complexity of α, β-amyrin analogues 

according to the properties expressed in scores from 0 to 1, in equation 3 

 

𝑀𝐶𝐸18 = (𝐴𝑅 + 𝑁𝐴𝑅 + 𝐶𝐻𝐼𝑅𝐴𝐿 + 𝑆𝑃𝐼𝑅𝑂 + 
sp3 + Cyc ― Acyc

1 + sp3
 ) x Q1     eq. 3  
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where AR is the presence of aromatic rings, NAR is the presence of aliphatic or heteroaliphatic 

rings, CHIRAL is the chiral center, SPIRO is the presence of spiro structures, sp3 is the fraction 

of sp3 hybridization carbons, Cyc is the fraction of carbons of sp3 hybridization involved in 

cyclic chains, Acyc is the fraction of carbons with sp3 hybridization in acyclic chains and Q¹ is 

the adjusted quadratic regression [57]. 

 The substance's contributions, as well as its relationship to the activity, were predicted 

by Brenk's screening mechanism, integrated to the SwissADME server 

(http://www.swissadme.ch/) [58]. While the characteristic collateral effects of terpenes were 

evaluated by the similarity test with compounds from the PASS Online server database 

(http://way2drug.com/PassOnline/index.php).  

 

2.7.6 Acute rodent toxicity prediction by the QSAR models 

 

Acute toxicity was predicted by the LD50 estimate (mg / kg) of the applicability domain 

of the GUSAR Acute Rat Toxicity tool (http://www.way2drug.com/gusar/acutoxpredict.html) 

[59]. The similarity mechanism based on the quantitative electrotopological neighborhood of 

atoms (QNA) descriptors of the web server was used to quantify the structure / activity 

relationship (QSAR) of substances α,β-amyrin for oral, subcutaneous (SC) routes of 

administration, intravenous (IV) and intraperitoneal (IP). 

 

2.8 Statistical analysis 

 

The data are expressed as geometric mean ± standard deviation and were analyzed 

with two-way analysis of variance (ANOVA), followed by the Bonferroni´s post-test in the 

GraphPad Prism software version 7.00. Statistical significance was considered when p < 0.05. 

 

3. Results 

 

The α,β-amyrin mixture did not show clinically relevant direct antibacterial activity, 

with a MIC value ≥ 1024 mg / mL compared to all tested strains. In tests to assess the effect of 

α,β-amyrin in combination with the antibiotics ampicillin, ciprofloxacin and gentamicin against 

the strain of S. aureus 10, as shown in Figure 2, it was possible to observe that there was an 

antagonistic effect when associated with ampicillin. However, when the combination ampicillin 

and sulbactam, an β-lactam antimicrobial agent and na β-lactamase inhibitor [60], respectively, 

http://www.swissadme.ch/
http://way2drug.com/PassOnline/index.php
http://www.way2drug.com/gusar/acutoxpredict.html
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there was a decrease in MIC (64 to 8 μg/mL), corroborating the existence of an enzyme 

mechanism involved, and when evaluated with chlorpromazine, an efflux pump inhibitor, there 

was no significance.  

Bacteria usually have efflux pumps that can be sensitive to chlorpromazine (CPZ), and 

carbonylcyanide-3-chlorophenylhydrazone (CCCP), or both. We used these two standard 

inhibitors to better track bacterial sensitivity. CPZ and CCCP have different pump inhibition 

mechanisms. While CPZ is an inhibitor that acts by competition with the efflux protein site 

responsible for intracellular uptake of the microbial agent, CCCP acts by inhibiting the motive 

force that drives the efflux protein. Thus, using these two inhibitors, we can infer the mechanism 

responsible for inhibiting the efflux pump by which the tested substances act. 

The result of the association of α,β-amyrin with gentamicin showed a reduction in MIC 

from 322 μg/mL to 203 μg/mL when compared to the control, showing that synergism occurred. 

Meanwhile, the result of the standard inhibitor chlorpromazine with gentamicin was not 

significant, which shows that there is no inhibition of the efflux pump [17]. 

As for the analysis of the association of α, β-amyrin with ciprofloxacin, the result was 

not significant, with no change in MIC when compared to the control. However, the result of 

the standard inhibitor chlorpromazine with ciprofloxacin showed a reduction in MIC from 128 

to 80.63 μg/mL suggesting a possible mechanism of inhibition of the efflux pump [17].  

In tests designed to evaluate the in vitro efficacy of triterpenoids and their synergistic 

effect with antibiotics against strains of S. aureus, the result obtained in general was that 

different combinations between triterpenoids and antibiotics showed 95% - 46% (P < 0.05) of 

reduction in antibiotic MICs compared to results when antibiotics were used alone [61]. 

Strengthening that triterpene compounds have antibacterial activity against multi-resistant 

strains of Staphylococcus aureus [62]. The association of antibiotics with α, β-amyrin was 

tested against the strain of Escherichia coli 06, represented in Figure 3, it was possible to 

observe that there was no reduction in the MICs. Therefore, the analysis of chlorpromazine with 

all the antibiotics evaluated also obtained a non-significant result. However, a reduction in the 

MIC was revealed when investigated with ampicillin+sulbactam demonstrating a reduction 

from 1024 to 64 μg/mL, showing a 16-fold reduction. According to the results of Figure 4, the 

the inhibition potential of the MepA efflux pump by α,β-amyrin associated with ciprofloxacin 

and ethidium bromide against the multi-resistant strains S. aureus K2068, which overexpress 

the MepA gene is confirmed by the reduction in the MIC of chlorpromazine (322.54 to 203.19 

μg/mL), and by the carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP). When the association 

with ethidium bromide (BrEt) was evaluated, the MIC reduction was from 322.54 μg/mL to 
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80.63 μg/mL .However, the compound α,β-amyrin did not interact with the efflux pump of the 

strain SA-K2068, suggesting that it is not an inhibitor of the efflux pump, besides, it did not 

cause the expulsion of BrEt to the extracellular medium of the bacterium, which corroborates 

the antagonism caused by the association of the compound α,β-amyrin with BrEt. The 

association with ciprofloxacin revealed an efflux pump sensitive to the chlorpromazine 

inhibitor, but not for CCCP, however, the association with the study compound had no 

significant result. 

The best poses for dockings between MepA/α-amyrin and MepA/β-amyrin showed 

RMSD (Root Mean Square Deviation) values between 1.895 Å and 2.827 Å, respectively. The 

calculated affinity energy was -8.9, -8.2 and -7.8 kcal/mol for α-amyrin/MepA, β-amyrin/MepA 

and Ciprofloxacin/MepA respectively. Regarding the interactions of the formed ligand-protein 

complexes (figure 6), the α-amyrin/MepA complex presented hydrophobic interactions with 

the residues Thr 29A (3.88Å), Tyr 35A (3.67Å), Tyr 35A (3.88Å), Leu 59A (3.74Å), Phe 62A 

(3.84Å), Phe 62A (3.65Å), Phe 153A (3.67Å) and one strong Hydrogen bond with residue Tyr 

138A (2.39Å). β-amyrin/MepA complex presented interactions hydrophobic with the residues 

Thr 29A (3.57Å), Tyr 35A (3.45Å), Leu 59A (3.27Å), Phe 153A (3.54Å), Phe 153A (3.44Å), 

Phe 280A (3.61 Å), Arg 281A (3.37 Å) and one Hydrogen bond strong with residue Tyr 29A  

(2.66 Å). Ciprofloxacin/MepA complex presented hydrophobic interaction with the residue Val 

33A (3.83Å), π-Stacking with the residue Tyr 35A (4.83 Å), Salt Bridge with residue Arg 281A 

(3.57Å) and weak Hydrogen bond with residue Tyr 138A (3.06 Å) (Table 2) (Figure S1-

supplementary material). 

The inhibition capacity of the NorA efflux pump by α,β-amyrin associated with 

norfloxacin and ethidium bromide, against the multidrug-resistant strain SA 1199B, obtained 

the result shown in Figure 5. For the effect of the association of α, β-amyrin with the antibiotic 

norfloxacin did not present a significant result. However, when evaluating the effect of standard 

efflux pump inhibitors, chlorpromazine and CCCP, both obtained a decrease in MIC, 

demonstrating the presence of the efflux mechanism through synergism. The CCCP reduced 

from 322.54 μg/mL to 256 μg/mL in the test with norfloxacin and in BrEt with the change from 

512 μg/mL to 322 μg/mL. Chlorpromazine, on the other hand, decreased from 322.54 μg/mL 

to 203 μg/mL in the test with norfloxacin and with EtBr, it decreased from 512 μg/mL to 256 

μg/mL. As for the results of the association of the compound α, β-amyrin and BrEt it was 

possible to observe that there was a reduction of 21%, going from 512 μg/mL to 406 μg/mL, 

proving that the compound α, β-amyrin was active on the effluent pump of strain 1199B when 

associated with BrEt, exemplified by the reduction in MIC. Therefore, α,β-amyrin acts by 
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inhibiting the 1199B efflux pump, making this compound a potential candidate for an efflux 

pump inhibitor. 

Regarding the interactions, the α-amyrin/NorA complex showed only hydrophobic 

interactions, being an interaction with the Leu 224A (3.72 Å), two interactions with the Pro 

27A residue with distances of 3.48 Å and 3.70 Å and with the Leu 227A, with 3.49 Å and 3.79 

Å, three interactions with the Leu 40A, with distances ranging from 3.59 to 3.83 Å. Regarding 

the β-amyrin /NorA complex, it was possible to observe the formation of three hydrophobic 

interactions (Ile 23A (3.55 Å), Leu 40A (3.96Å), Phe 140A (3.76 Å)) and a moderate hydrogen 

bond with Ser 226A (3.16 Å) ). The reference antibiotic Norfloxacin showed three hydrophobic 

interactions (Glu 222A (3.72Å), Glu 222A (3.74Å), Tyr 225A (3.55Å), two H-Bonds (Phe 

140A (2.87 Å)), Leu 218A (2.87 Å), π-Stacking Phe 306A, 5.01 Å) and a Salt Bridges with 

the Val 302A residue with a distance of 3.58 Å (Table 3). The calculated affinity energy for the 

complexes, was -8.2 and -8.3 kcal/mol for the α- and β-amyrin/NorA complexes, and -7.8 

kcal/mol for Norfloxacin/NorA complex. The complexes presented RMSD values in the order 

of 2.417, 2.257 and 2.184 Å for α- and β-amyrin / NorA complexes, Norfloxacin/NorA 

respectively (Figure 7) (Figure S2-supplementary material). 

 

3.1 SAR properties and medicinal chemistry 

 

 In Figure 8 (A) it is possible to observe the lipophilicity and polarity map of the α, β-

amyrin analogues, where the TPSA value in the order of 20.23 Å² is associated with the 

hydroxyl group of the substances, as the only heteroatom donor of hydrogen bonding (HBD), 

while the logP value between 7.6-7.7 suggests that the surface of the two molecules are 

predominantly lipophilic. Thus, the values of logP > 3 and TPSA < 75 Å² indicate that the 

substances can be toxic by administration, according to the conditions imposed by the criteria 

of Pfizer [63]. In addition, the golden triangle graph in Figure 8 (B) shows that, under 

physiological conditions (pH 7.4), lipophilicity evaluated by the distribution coefficient (logD) 

between 5.8 - 6.0 and molecular weight (MW) in the order of 426.39 g / mol suggest that α, β-

amyrin analogs have low permeability, which limits their absorption, efflux and metabolic 

clearance attributes [64]. 

 The physicochemical properties commonly used in drug discovery were applied to the 

quantitative estimate of drug-likeness (QED), as shown in equation 2, where the approximate 

value of 0.38 of the α analogs, β-amyrin suggests that the substances have limitations of drug 

stability, being slightly below the ideal medicinal aesthetics for a highly effective bioactive. 
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Such limitation is due to the high lipophilicity of the substances, which, combined with the low 

polarity indexes, result in a low desirability of the pharmacokinetic attributes of solubility and 

permeability (Table 4) [65]. 

 In addition, the structural parameters of unsaturation were applied to the model of 

medicinal chemistry evolution, 2018 (MCE18), as shown in equation 3, where the ratio between 

the number of rings (in the order of 5) and the fraction of sp3 hybridization carbons (Fsp3) in 

the order of 0.93, together with the contributions of the stereos centers (SC) in the order of 8 

and 10 (α- and β-amyrin, respectively), resulted in an MCE18 > 78, which suggests that a visual 

inspection may evaluate substances for their viability as a medicine (Table 4). 

 It is also worth noting that the hydrogen bond donor hydroxyl group suggest the 

existence of charged microspecies at physiological pH, constituting a region of Strong hydrogen 

interaction. Furthermore, the isolated alkene, screened by the Brenk library, indicates a 

chemically reactive molecular fragment that results in the decline of the pharmacokinetic 

attributes of the two substances [66]. 

 

3.2 Acute rat toxicity (LD50) by the QSAR domains 

 

In the graph in Figure 9, it is possible to observe the lethal dose values (LD50) of the 

substances α, β-amyrin, predicted through the self-consistent regression of the QSAR models 

of the quantitative electrotopological neighborhood descriptors of atoms (QNA). The similarity 

tests found that the LD50 values < 2000 mg/kg associated with the molecules, indicate that they 

can result in toxicity if swallowed, in case of administration by oral route (class 4) (Table 5) 

[67]. It is worth noting that the difference in the position of the substituted methyl group 

between carbons 19 and 20 guarantees greater control of the oral dose of the substance β-

amyrin, while the best form of administration foreseen for α-amyrin is injection intraperitoneal, 

according to the models of the domain of applicability of the server (Figure 9). 

 

4. Discussion 

 

This compound is formed by a mixture of two terpene components, these are 

characterized by different carbon skeletons and classified according to the number of isoprene 

units (C5H8), in the present study the analyzed class is triterpene (six isoprenoid units). The 

test substance α,β-amyrin is a representative of the chemical class pentacyclic triterpene, 

formed by a mixture of two components of the same class, α-amyrin (3α-hydroxyurs-12-ene) 
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and β-amyrin (3β-hydroxiolean-12–ene) [68], represented in Figure 1. Previous studies showed 

that terpenes present antimicrobial activity and that the association of some terpenes with 

antibiotics result in the potentiation of antibiotic activity, reversing the antibiotic resistance 

observed experimentally [30]. 

 Gentamicin is an antibiotic of the broad-spectrum aminoglycoside class. Its mechanism 

of action involves the inhibition of protein synthesis, with high affinity to the 30S ribosome 

[69]. In addition to its interaction with bacterial ribosomes, gentamicin has also been shown to 

have membrane destabilizing properties [69]. It is likely that the synergism expressed by the 

association of α, β-amyrin, and the antibiotic gentamicin facilitated the entry of the antibiotic 

into the cell membrane or acting on a target that potentiates the action of this aminoglycoside. 

 According to CLSI (2019), if there is a decrease in MIC in 3 times or more, it proves 

the production of β-lactamase [33], thus the studied E. coli strain has the ability to produce β-

lactamase. In short, in this work the compound, α,β-amyrin, had a greater efficacy against 

Gram-positive strains, considering the results with S. aureus. 

 The 1199B strain expresses the NorA efflux pump in a basal form, it is part of the MFS 

(Major Facilitator Superfamily) family of efflux pump. Being able to translocate hydrophilic 

fluoroquinolones, such as norfloxacin, and dyes with ethidium bromide [70,71]. Since the 

ethidium bromide's mechanism of action consists of binding with bacterial DNA [72], this 

compound needs to enter the cell and remain long enough to cause cellular damage, therefore 

substances capable of preventing the bacteria from pumping the bromide into the extracelular 

media are considered to be efflux pump inhibitors. 

The lipophilicity of some terpene compounds enables affinity with biological 

membranes, where the accumulation of terpene compounds can substantially interact in the 

structural and functional properties of these membranes [73]. Other studies indicate that 

compounds of the sesquiterpenes class can interrupt the biological function of the bacterial cell 

membrane, admitting the permeability in the cell of exogenous solutes, such as ethidium 

bromide and some antibiotics, this effect is more pronounced for grampositive bacteria, 

probably due to the absence of additional permeability barriers, particularly Gram-negative 

bacteria [74]. The results obtained in the present study of the tests with the multiresistant 

bacteria strains SA 10 and EC 06 associated with the antibiotic ciprofloxacin, are in agreement 

with the results exposed with the strain SA K2068, showing that the α, β-amyrin for both 

models, gram-positive and gram-negative, it was inert, having no antagonistic or synergistic 

effect when associated with the antibiotic. 
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The main mechanism of resistance to the ciprofloxacin antibiotic is the efflux pump, for 

protecting bacterial DNA by extruding the antibiotic that acts on DNA gyrase, inhibiting DNA 

synthesis [75]. The MepA efflux protein is encoded by a gene of the same name MepA, it is 

part of the transporters of the MATE family-Multidrog and Toxic Compound Extrusion. The 

substrates of this protein are quinolones and fluoroquinolones, such as ciprofloxacin, 

norfloxacin and dyes such as Ethidium bromide, among others [76,77]. The inactivation of the 

MepA efflux pump in multiresistant S. aureus resulted in decreases in the MICs of various 

antimicrobial agents [78]. 

Diterpene like ferruginol extracted from the species Chamaecyparis lawsoniana, known 

as “white cedar”, demonstrated modulatory efflux activity in methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus, another result found was a reduction of up to 40% in the efflux of 

ethidium bromide by a Staphylococcus strain multi-resistant aureus housing the NorA efflux 

pump [79]. Furthermore, investigating the activity of ethidium bromide efflux pump inhibition 

by triterpenes isolated from Mesua ferrea against Staphylococcus aureus 1199B strains that 

overexpressed NorA, revealed a modulation of the EtBr MIC by ≥ 2 times, confirmed 

significant inhibition of triterpenes as inhibitors of the NorA efflux pump [80]. The complexes 

formed had very close affinity energy, however they had a slightly different interaction profile 

where α-amyrin showed eight hydrophobic interactions, predominantly related by the presence 

of methyl groups, while β-amyrin showed only three hydrophobic interactions (also mostly 

related to the presence of methyl groups) and a moderate H-bond interaction. It is worth 

mentioning the hydrophobic interaction of the methyl group of β-amyrin with PHE140A, as 

this residue belongs to the binding site in Norfloxacin. Observing the region of coupling of the 

triterpenes, close to the Norfloxacin site (Figure 7), the favorable values of affinity energy and 

the interactions, one can affirm the viability in the formation of these α, β-amyrin complexes, 

these being NorA modulators.  

In preliminary studies carried out with the compounds isolated from the mixture in 

question, α-amyrin showed antibacterial activity against methicillin-resistant and methicillin-

sensitive strains of S. aureus, both with MIC of 64 μg/mL [26]. A mixture of pentacyclic 

triterpenes, α-amyrin, β-amyrin and ursolic acid, isolated from Diopsyros melanoxylon 

exhibited antimicrobial activity against Gram-negative and Gram-positive bacteria, including 

E. coli and S. aureus (MICs of 90 μg/mL) [81], in addition, α-amyrin obtained from 

Trichoderma amplexicaule showed activity in both bacteria [82]. However, the β-amyrin 

compound isolated from the Acacia polyacantha leaf, showed MICs between 128 μg/mL ≤ MIC 
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≤ 512 μg/mL, this result indicates that the compound has the ability to inhibit the growth of 

bacterial strains of Staphylococcus multiresistant [83].  

Molecular docking studies indicate that in the formation of complexes with MepA, α,β-

amyrin have a higher affinity energy than ciprofloxacin. We observed interactions with a 

hydrophobic patch of the protein composed of residues Thr 29A, Tyr 35A, Leu 59A, Phe 62A, 

Phe 153A, Phe 280A, Arg 281A. It should be noted that the Tyr 35A residue that also interacts 

with Ciprofloxacin through π- Stacking. Another key residue is Arg 281A that interacts 

through a Salt Bridge with ciprofloxacin and hydrophobically with triterpenes and Tyr 138A 

displays a strong hydrogen with ciprofloxacin (3.06Å). On the other hand, it also interacts with 

α-amyrin through a strong interaction involving the hydroxyl group, of the order of only 2.36 

Å distance. Comparing the triterpenes with Ciprofloxacin, analyzing not only the value of the 

affinity energy, but also the number of interactions, type and distance, we can infer that they 

have a high affinity for MepA, binding to the same region as Ciprofloxacin (Figure 6). 

In the literature, it is possible to observe studies of antibacterial activity where the in 

silico prediction methods, together with studies of the interaction of compounds with various 

microbial efflux pump enzymes, present a good correlation with in vitro parameters evaluated 

[84-86]. In this study, in silico techniques showed the optimized viability of druggability of 

amyrin analogues on reported antibacterial activity [87-89]. 

In order to optimize the availability of new drugs, it is more advantageous to evaluate 

the pharmacological activity and the solubility and permeability attributes during the drug 

discovery process. In this way, a qualitative approach was developed by medicinal chemists to 

determine the relationship between structure and activity/property (SAR / SPA) [90,91]. 

Knowing that a good pharmacological active ingredient is strongly attributed to the structural 

properties of a compound, drug planning techniques based on physicochemical properties have 

been improved over the years, such as the quantitative drug-likeness estimation method ( QED) 

and the mathematical model of medicinal chemistry evolution, 2018 (MCE18) which use a 

comprehensive number of physicalchemical parameters based on criteria used over the years, 

establishing a very eficiente quantitative estimate [92]. With the mathematical models of 

structure/activity ratio (SAR) it was possible to establish a quantitative estimate of the viability 

of the α,β-amyrin analogs as a therapeutic agent in its best route of administration. Substitutions 

of methyl groups between carbons 19 and 20, as well as the calculated physicochemical 

properties, guarantee the application of the substance β-amyrin as an oral drug with low 

toxicological risk, while α-amyrin is more viable as a substance of intraperitoneal injection.  
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Acute toxicity values of IC50 or LD50 for certain terpenes vary with time and dose 

administered, which may result in a cytotoxic effect caused by ruptures of cell membranes 

[93,94]. This activity is verified in the similarity test with the compounds from the in vivo 

dataset of the PASS Online tool, where the activity potentials (Pa) Membrane integrity 

antagonist in the order of 0.91 and 0.84, α- and β-amyrin respectively, indicate their capabilities 

to damage membranes. 

 

Conclusion 

  

It was concluded that the pentacyclic triterpenoids α, β-amyrin has the potential to 

increase antibacterial activity with the association of antibiotics, together with the ability to be 

a strong candidate for an efflux pump inhibitor. This effect may constitute a valuable group of 

therapeutic agents in the future. Therefore, the use of current antibiotics could be maintained in 

combination with terpene antibacterial agents as a therapeutic option in the treatment of S. 

aureus infections. 
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CAPTION FOR THE FIGURES: 

 

 

Figure 1. Molecular structures of the α-β-amyrin compounds: (a) α-amyrin (3α-hidroxiurs-12-

eno) and (b) β-amyrin (3β-hidroxiolean-12-eno). 

 

Figure 2. Effect of the α-β-amyrin in association with ampicillin, ciprofloxacin, and gentamicin 

against the multidrug-resistant bacterial strain of S. aureus 10. 

Figure 3. Effect of the α-β-amyrin in association with ampicillin, ciprofloxacin, and gentamicin 

against the multidrug-resistant bacterial strain of E. coli 06. 

Figure 4. Effect of the α-β-amyrin in association with ciprofloxacin, and ethidium bromide on 

the MepA efflux pump. Each result presents the geometric mean of three MIC values of 

simultaneous experiments. The data were analyzed with two-way analysis of variance 

(ANOVA), followed by the Bonferroni’s post-test. p < 0.0001 vs control. CCCP = Carbonyl 

cyanide m-chlorophenyl hydrazone. 

Figure 5. Effect of the α-β-amyrin in association with norfloxacin, and ethidium bromide on 

the NorA efflux pump. Each result represents the geometric mean of three MIC values of 

simultaneous experiments. The data were analyzed with two-way analysis of variance 

(ANOVA), followed by the Bonferroni’s post-test. p < 0.0001 vs control. CCCP = Carbonyl 

cyanide m-chlorophenyl hydrazone. 

Figure 6. Complex of interaction of the MepA efflux pump receptor with the ligands (A); Map 

of hydrophobic interactions of the drug ciprofloxacin (B), the ligand α-amyrin (C) and β-amyrin 

(D) with the MepA efflux pump. 

Figure 7. Complex of interaction of the NorA efflux pump receiver with the ligands (A); Map 

of hydrophobic interactions of the α-β-amyrin ligand (B), the drug norfloxacin (C) and the α,β-

amyrin ligand (D) with the NorA efflux pump 

Figure 8. (A) Lipophilic surface map (logP) and (B) Golden triangle to estimate the 

permeability potential of the α- and β-amyrin compounds. 

Figure 9. Graph of the expected lethal doses for the different routes of administration. 
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CAPTION FOR THE TABLES: 

 

 

Table 1. Bacterial source and antibiotic resistance profile. 

 

Table 2. Interactions between the MepA with the α-amyrin, β-amyrin, and ciprofloxacin. 

Table 3. Interactions between the NorA with the α-amyrin, β-amyrin, and norfloxacin. 

Table 4. Medicinal chemistry and SAR properties from amyrin analogs. 

Table 5. Acute rodent toxicity of different administration routes of LD50 by the QSAR models 

of the GUSAR Online tool. 
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Figure 1. Molecular structures of the α-β-amyrin compounds: (a) α-amyrin (3α-hidroxiurs-

12-eno) and (b) β-amyrin (3β-hidroxiolean-12-eno). 
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Figure 2. Effect of the α-β-amyrin in association with ampicillin, ciprofloxacin, and gentamicin 

against the multidrug-resistant bacterial strain of S. aureus 10. 

 

 

Figure 3. Effect of the α-β-amyrin in association with ampicillin, ciprofloxacin, and gentamicin 

against the multidrug-resistant bacterial strain of E. coli 06. 
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Figure 4. Effect of the α-β-amyrin in association with ciprofloxacin, and ethidium bromide on 

the MepA efflux pump. Each result presents the geometric mean of three MIC values of 

simultaneous experiments. The data were analyzed with two-way analysis of variance 

(ANOVA), followed by the Bonferroni’s post-test. p < 0.0001 vs control. CCCP = Carbonyl 

cyanide m-chlorophenyl hydrazone. 

 

Figure 5. Effect of the α-β-amyrin in association with norfloxacin, and ethidium bromide on 

the NorA efflux pump. Each result represents the geometric mean of three MIC values of 

simultaneous experiments. The data were analyzed with two-way analysis of variance 

(ANOVA), followed by the Bonferroni’s post-test. p < 0.0001 vs control. CCCP = Carbonyl 

cyanide m-chlorophenyl hydrazone. 
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Figure 6. Complex of interaction of the MepA efflux pump receptor with the ligands (A); Map 

of hydrophobic interactions of the drug ciprofloxacin (B), the ligand α-amyrin (C) and β-amyrin 

(D) with the MepA efflux pump. 
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Figure 7. Complex of interaction of the NorA efflux pump receiver with the ligands (A); Map 

of hydrophobic interactions of the α-β-amyrin ligand (B), the drug norfloxacin (C) and the α,β-

amyrin ligand (D) with the NorA efflux pump 
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Figure 8. (A) Lipophilic surface map (logP) and (B) Golden triangle to estimate the 

permeability potential of the α- and β-amyrin compounds. 

 

 

Figure 9. Graph of the expected lethal doses for the different routes of administration. 
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Table 1. Bacterial source and antibiotic resistance profile. 
 

Bacterial strain 

 

Origin Resistance profile 

Staphylococcus aureus 10 

 

Rectum swab Ca, Cef, Cf, Oxa, Pen, Amp, 

Amox, Mox, Cip, Lev, Asb, 

Amc, Eri, Cla, Azi,  

Escherichia coli 06 Urine culture Cf, Cef, Ca, Cro, 

Amp - Ampicillin; Amox - Amoxicillin; Asb - Ampicillin + Sulbactam; Azi - Azithromycin; Ca - 

Cefadroxil; Cef - Cephalexin; Cf - Cephalotin; Cip - Ciprofloxacin; Clarithromycin; Clin - 

Clindamycin; Cro - Ceftriaxone; ; Cla - Clarithromycin; Cro - Ceftriaxone; Ery - Erythromycin; Lev - 

levofloxacin; Mox - Moxifloxacin; Oxa - oxacillin; Pen - Penicillin.  

 

Table 2. Interactions between the MepA with the α-amyrin, β-amyrin, and ciprofloxacin. 

 

ligands receptor interaction Distance (Å) 

α-amyrin THR29A Hydrofobic 3.88 

 TYR35A Hydrofobic 3.67 

 TYR35A Hydrofobic 3.88 

 LEU59A Hydrofobic 3.74 

 PHE62A Hydrofobic 3.84 

 PHE62A Hydrofobic 3.65 

 PHE153A Hydrofobic 3.67 

 TYR138A Hydrogen Bonds 2.36 

    

β-amyrin THR29A Hydrofobic 3.57 

 TYR35A Hydrofobic 3.45 

 LEU59A Hydrofobic 3.27 

 PHE153A Hydrofobic 3.54 

 PHE153A Hydrofobic 3.44 

 PHE280A Hydrofobic 3.61 

 ARG281A Hydrofobic 3.37 

 THR29A H-Bond 2.66 

Ciprofloxacin    

 VAL33A Hydrofobic 3.83 

 TYR138A H-Bond 3.06 

 TYR35A π-Stacking 4.83 

 ARG281A Salt Bridges 3.57 
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Table 3. Interactions between the NorA with the α-amyrin, β-amyrin, and norfloxacin. 

 

ligands receptor interaction Distance (Å) 

α-amyrin PRO27A Hydrofobic 3.48 

 PRO27A Hydrofobic 3.70 

 LEU40A Hydrofobic 3.83 

 LEU40A Hydrofobic 3.79 

 LEU40A Hydrofobic 3.59 

 LEU224A Hydrofobic 3.72 

 LEU227A Hydrofobic 3.79 

 LEU227A Hydrofobic 3.46 

    

β-amyrin ILE23A Hydrofobic 3.55 

 LEU40A Hydrofobic 3.96 

 PHE140A Hydrofobic 3.76 

 SER226A H-Bond 3.16 

Norfloxacin    

 GLU222A Hydrofobic 3.72 

 GLU222A Hydrofobic 3.74 

 TYR225A Hydrofobic 3.55 

 VAL302A Salt Bridges 3.58 

 PHE140A H-Bond 2.87 

 LEU218A H-Bond 2.87 

 PHE306A π-Stacking 5.01 
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Table 4. Medicinal chemistry and SAR properties from amyrin analogs. 

 

Note: MW (Molecular weight in g/mol); logP (Partitioning coefficient); logD (Distribution coefficient); HBA (H-bond acceptor);HBD (H-bond 

donor); TPSA (Topological polar surface area in Å²); Nrotb (Number of rotatable bonds); Fscp3 (Fraction of carbon sp3); NRING (Number of 

rings); SC (Stereo centers); QED (Quantitative estimate drug-likeness); MCE18 (Medicinal chemistry evolution in 2018). 

 

 

Table 5. Acute rodent toxicity of different administration routes of LD50 by the QSAR models of the GUSAR Online tool. 

 

Compound Oral Class SC Class IV Class IP Class 

α-amyrin 1426.000 4 721.100 4 4.348 2 1851.000 Non toxic 

β-amyrin 1960.000 4 351.300 4 4.430 2 1623.000 Non toxic 

               Note: SC (Subcutaneous route); IV (Intravenous rout); IP (Intraperitoneal route). 

Compounds 

Medicinal chemistry properties  Structure/activity relationships (SAR) 

MW logP logD HBA HBD TPSA Nrotb  Fsp3 NRING SC QED MCE18 

α-amyrin 426.390 7.713 5.888 1 1 20.230 0  0.933 5 8 0.387 102.207 

β-amyrin 426.390 7.603 6.085 1 1 20.230 0  0.933 5 10 0.389 99.517 

Optimal values 100~600 0~3 1~3 0~12 0~7 0~140 0~11  ≥ 0.42 0~6 ≤ 2 > 0.67 ≥ 45 
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Table S1- Protein sequence of MepA and NorA 

 

Protein Sequence Fasta 

MepA >sp|Q2G140|MEPA_STAA8 Multidrug export protein MepA 

OS=Staphylococcus aureus (strain NCTC 8325 / PS 47) OX=93061 

GN=mepA PE=1 SV=1 

MKDEQLYYFEKSPVFKAMMHFSLPMMIGTLLSVIYGILNIYFIGFLE

DSHMISAISLTLPVFAILMGLGNLFGVGAGTYISRLLGAKDYSKSKF

VSSFSIYGGIALGLIVILVTLPFSDQIAAILGARGETLALTSNYLKVMF

LSAPFVILFFILEQFARAIGAPMVSMIGMLASVGLNIILDPILIFGFDL

NVVGAALGTAISNVAAALFFIIYFMKNSDVVSVNIKLAKPNKEMLS

EIFKIGIPAFLMSILMGFTGLVLNLFLAHYGNFAIASYGISFRLVQFPE

LIIMGLCEGVVPLIAYNFMANKGRMKDVIKAVIMSIGVIFVVCMSA

VFTIGHHMVGLFTTDQAIVEMATFILKVTMASLLLNGIGFLFTGML

QATGQGRGATIMAILQGAIIIPVLFIMNALFGLTGVIWSLIAESLCAL

AAMLIVYLLRDRLTVDTSELIEG 

NorA tr|Q03325|Q03325_STAAU Quinolone resistance protein NorA 

OS=Staphylococcus aureus OX=1280 GN=norA1199 PE=3 SV=1 

MNKQILVLYFNIFLIFLGIGLVIPVLPVYLKDLGLTGSDLGLLVAAFA

LSQMIISPFGGTLADKLGKKLIICIGLILFSVSEFMFAIGQNFLILMLSR

VIGGMSAGMVMPGVTGLIADISPSHQKAKNFGYMSAIINSGFILGPG

IGGFMAEVSHRMPFYFAGALGILAFIMSIVLIHDPKKVSTNGFQKLE

PQLLTKINWKVFITPVILTLVLSFGLSAFETLYSLYTADKVNYSPKDI

SIAITGGGIFGALFQIYFFDKFMKYFSELTFIAWSLIYSVIVLVLLVIA

DGYWTIMVISFVVFIGFDMIRPAITNYFSNIAGDRQGFAGGLNSTFT

SMGNFIGPLIAGALFDVHIEAPIYMAIGVSLAGVVIVLIEKQHRAKL

KQQDL 
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Figure S1: 2D map of the interactions involved in the formation of the complexes α-amyrin / 

mepA (A), β-amyrin/MepA (B) and Ciprofloxacin/MepA (C) 

 

Figure S2: 2D map of the interactions involved in the formation of the complexes α-amyrin / 

NorA (A), β-amyrin/ NorA (B) and Ciprofloxacin/ NorA (C). 
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5. CAPÍTULO 5 - CONSIDERAÇOES FINAIS  

 

 

5.1 DISCUSSÃO GERAL 

 

Análises estruturais de confirmação das estruturas da mistura isomérica triterpênica 

pentacíclica por Ressonância Magnética Nuclear 1H e 13C foram correlacionados e foram 

fundamentais para também entender as conformações estruturais da α,β-amirina.  

Os espectros experimentais ATR-FTIR e o FT-RAMAN da mistura α,β-amirina foram 

obtidos, e seus modos vibracionais foram analisados por analise comparativa do espectro 

experimental de absorbância no infravermelho com os espectros teóricos escalonados  pelo fator 

de escala 0,9613 dos compostos isolados, e da mistura binária  α,β-amirina, e posteriormente 

correlacionados com as bandas Raman. Os dados experimentais apresentam uma razoável 

concordância com os valores computados no nível de aproximação B3LYP/6-31 G(d,p). 

O modo de estiramento OH aparece no espectro infravermelho experimental em 3277 

cm-1. Este modo também está presente nos espectros de absorção calculados dos componentes 

químicos da mistura, que aparecem em 3668 cm-1. Entretanto, observa-se que no espectro de 

absorção calculado da mistura isomérica aparecem dois modos de estiramento da hidroxila, um 

a 3651 cm-1, e outro a 3594 cm-1. Este efeito de não coincidência no modo de alongamento OH 

é esperado na mistura binária devido a diferenças na força de interação entre moléculas vizinhas 

na célula da unidade do cristal de α,β-amirina. No espectro de absorção experimental, estas 

duas bandas estão sobrepostas. Observa-se também que o modo de estiramento OH não aparece 

no espectro Raman experimental. As bandas de absorção de infravermelho observadas em 1600 

e 1585 cm-1 não são encontradas nos espectros de absorção de infravermelho calculados dos 

constituintes químicos da mistura isomérica, e nem no espectro de absorbância calculado da 

mistura de α,β-amirina; portanto, eles foram atribuídos como modos de interação 

intermolecular. 

O espectro de absorção experimental UV-Vis de α,β-amirina revelou três bandas de 

energia de excitação correspondendo a três estados singletes para esta mistura binária. As 

bandas de absorbância centradas em 226 nm (5,49 eV), 205 nm (6,05 eV) e 194 nm (6,40 eV) 

correspondem ao primeiro, segundo e terceiro estados singlete, respectivamente. 

Para o estudo in silico ADME realizou-se os calculados teóricos de pKa, Log P, Log 

D7.4, Log S e PSA, que são propriedades físico-químicas utilizadas como descritores. Em 

seguida, a α-amirina e β-amirina foram submetidas à previsão de propriedades farmacocinéticas 

pelos modelos ADME do servidor online SwissADME. Para a análise da absorção e 
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distribuição foram estabelecidas utilizando a absorção intestinal humana (HIA), a 

permeabilidade da barreira hematoencefálica (BBB) e os gráficos do substrato da glicoproteína 

P (P-gp) no método de permeação da estimativa do cérebro ou intestino (BOILED-Egg) através 

de descritores moleculares de lipofilicidade (WlogP) e polaridade (PSA). Em seguida os 

modelos de metabolismo e excreção foram previstos através da inibição de isoenzimas 

citocromo P450 (CYP450). O efeito cardiotóxico também foi presumido para as moléculas. 

Na análise dos resultados do estudo ADME, observou-se que as moléculas possuem 

carga fisiológica neutra, o que sugere que os compostos não possuem grupos ionizáveis em 

meio fisiológico. São essencialmente lipofílicos e permanecem constante entre pH 2-14. O Log 

D7,4 sugere que as moléculas são muito lipofílicas e pouco permeáveis, o valor Log S presumi 

que as moléculas são pouco solúveis em água e invariáveis em função do pH. As substâncias 

apresentaram valores que sugerem baixa absorção intestinal e não atingem o sistema nervoso 

central, por não serem permeáveis à membrana hematoencefálica, não serem substratos da P-

gp e, portanto, características limitantes de seus volumes de distribuição na corrente sanguínea 

após a absorção intestinal. 

Pelos resultados da avaliação do metabolismo é possível observar que o composto α,β-

amirina constitui menor risco de toxicidade hepática por ativação metabólica. No entanto, eles 

são compostos muito lipofílicos e tendem a ter uma meia-vida mais longa no corpo humano 

antes de serem excretados. Além disso, os compostos não apresentam risco cardiotóxico devido 

à inibição dos canais iônicos hERG. 

A α, β-amirina não apresenta atividade antibacteriana direta, mas quando avaliada 

associada a gentamicina, demostro efeito sinérgico contras S. aureus 10. É provável que o 

sinergismo facilite a entrada do antibiótico na membrana celular ou atue em um alvo que 

potencialize a ação desse aminoglicosídeo. Comprovando que a associação de alguns terpenos 

com antibióticos resulta na potencialização da atividade antibiótica, revertendo a resistência aos 

antibióticos.  

Quando avaliada a atividade da α,β-amirina como alternativa para reversão do 

mecanismo de resistência de bomba de efluxo, pode-se observar que em relação a bactéria 

Staphylococcus aureus que possui a bomba de efluxo NorA, a mistura α,β-amirina agiu no 

mecanismo de efluxo do brometo de etídio, atuando semelhante a clorpromazina,e CCCP 

inibidores de bomba utilizados como controle positivo. Estando de encontrado com a 

investigação da atividade da inibição da bomba de efluxo de brometo de etídio por triterpenos 

isolados de Mesua ferrea contra cepas de Staphylococcus aureus 1199B que superexpressam 
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NorA, revelou uma modulação da MIC de EtBr em ≥ 2 vezes, confirmou a inibição significativa 

de triterpenos como inibidores da bomba de efluxo de NorA.  

Pra melhor avaliar a capacidade dessas moléculas frente as bactérias onde houve uma 

redução da CIM do brometo etidio, foi feito a docagem molecular com as proteínas NorA e 

MepA, os complexos formados tinham energia de afinidade muito próxima, porém eles tinham 

um perfil de interação ligeiramente diferente. Observando a região de acoplamento dos 

triterpenos, próximo ao sítio de Norfloxacina, os valores favoráveis de energia de afinidade e 

as interações, pode-se afirmar a viabilidade na formação desses complexos α, β-amirina, sendo 

estes moduladores NorA.  

 

 

 

5.2 CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

Foram obtidos os espectros vibracionais ATR-FTIR e FT-Raman da mistura α,β-

amirina. Sendo pela primeira vez apresentado o espectro Raman desta mistura. Trinta bandas 

foram selecionadas e uma análise comparativa foi realizada.  

A análise vibracional mostrou que há um número de bandas idênticas nos espectros 

infravermelho e Raman, principalmente em números de onda, enquanto outras apresentaram 

diferenças de intensidade e número de onda. Foram também identificadas as bandas 

características de alguns grupos intrínsecos presentes na mistura. 

Em relação a atividade antibacteriana a α,β-amirina não apresenta atividade direta, 

entretanto, em associação com antibióticos tem potencial para aumentar a atividade 

antibacteriana. A α, β-amirina pode ser utilizada como alternativa na reversão do mecanismo 

de resistência de bomba de efluxo, sendo um forte candidato a inibidor da bomba de efluxo. 

O cálculo das propriedades físico-químicas teóricas também foi fundamental para 

justificar o comportamento farmacocinético das moléculas que, apesar da diminuição de suas 

respectivas biodisponibilidades, são compostos químicos promissores e de menor risco 

toxicológico por ativação metabólica. 

 

5.3 PESPECTIVAS  

 

 

Como perspectiva de continuidade do desenvolvimento desta pesquisa podemos 

enumerar as seguintes sugestões de trabalhos futuros: 
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i) Crescer cristais de α,β-amirina para investigar propriedades de estado sólido, e 

identificar suas interações intermoleculares; 

ii) Avaliar a atividade antibacteriana frente a outras cepas de bactérias tanto Gram- 

positiva quanto negativas, portadoras de outros mecanismos de resistência e 

comparar os resultados obtidos da mistura α,β-amirina com futuros testes dos 

compostos isolados α-amirina e β-amirina, adicionando outras classes de 

antibióticos.
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ANEXOS 

 

ANEXO A 

 

Manuscrito 01 aceito para publicação em JOURNAL OF MOLECULAR STRUCTURE: 
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ANEXO B 

 

Artigo publicado em JOURNAL OF BIOMOLECULAR STRUCTURE AND DYNAMICS 

com DOI: https://doi.org/10.1080/07391102.2021.1976277 
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