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SINTESE E A:VALIACAO ANTIMICROBIANA DO COMPOSTO
ISOCARIOLANICO (8R, 9R)-8-METOXI-ISOCARIOLAN-9-OL

Synthesis and antimicrobial evaluation of the isocaryolane compound
(8R, 9R)-8-methoxy-isocaryolan-9-ol

Stefany de Sousa Quintino', Erika Izumi?, Jociani Ascari®

RESUMO

A sintese organica € um processo que envolve a constru¢do ou transformacao de substancias organicas a
partir de precursores mais simples, permitindo a criagdo de moléculas de diferentes complexidades.
Sesquiterpenos com esqueleto do tipo isocariolano possuem caracteristicas estruturais importantes e séo
relevantes devido ao seu potencial efeito fungistatico contra o fitopatdégeno Botrytis cinerea. O objetivo deste
estudo foi sintetizar, purificar, elucidar estruturalmente e avaliar a atividade antimicrobiana do composto (8R,
9R)-8-metoxi-isocariolan-9-ol. Utilizou-se técnicas cromatograficas para purificar e a técnica de
espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear para elucidar a estrutura. A atividade antimicrobiana do
composto foi avaliada em relagdo a diversos tipos de microrganismos, incluindo bactérias como
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, e leveduras como Candida Albicans, Candida tropicalis, Candida
glabrata, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis, Candida krusei e Cryptococcus gattii por meio do
ensaio de Concentragdo Inibitéria Minima. Os resultados evidenciaram um significativo potencial
antimicrobiano, especialmente contra Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis e Candida Krusei,
microrganismos comumente associados a infecgbes hospitalares com resisténcia a antibidticos e
antifungicos tradicionais. Essas descobertas indicam que o composto pode ser uma promissora base para o
desenvolvimento de novos farmacos, contribuindo para enfrentar desafios relacionados a resisténcia
microbiana.
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ABSTRACT

Organic synthesis is a process that involves the construction or transformation of organic substances from
simpler precursors, allowing the creation of molecules of different complexities. Sesquiterpenes with an
isocaryolane-type skeleton have important structural characteristics and are relevant due to their potential
fungistatic effect against the phytopathogen Botrytis cinerea. The objective of this study was to synthesize,
purify, structurally elucidate and evaluate the antimicrobial activity of the compound (8R,
9R)-8-methoxy-isocaryolan-9-ol. Chromatographic techniques were used to purify and the Nuclear Magnetic
Resonance spectroscopy technique to elucidate the structure. The antimicrobial activity of the compound
was evaluated against several types of microorganisms, including bacteria such as Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, and yeasts such as Candida Albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
dubliniensis , Candida parapsilosis, Candida krusei and Cryptococcus gattii using the Minimum Inhibitory
Concentration assay. The results showed a significant antimicrobial potential, especially against
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis and Candida Krusei, microorganisms commonly associated
with hospital infections with resistance to traditional antibiotics and antifungals. These findings indicate that
the compound can be a promising basis for the development of new drugs, contributing to facing challenges
related to microbial resistance.
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INTRODUGAO

A sintese organica envolve a criagdo ou transformagao de substancias orgéanicas
usando precursores simples, resultando em moléculas mais complexas. Sinteses de
compostos organicos podem ser realizadas por diferentes razdes. Na industria quimica,
sdo realizadas buscando meios economicamente viaveis para a obtengcdo de novos
compostos e compostos ja conhecidos. Na industria farmacéutica, novas moléculas
organicas sdo sintetizadas e desenvolvidas na expectativa de serem novos farmacos
uteis (MCMURRY, 2016; SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2018).

Sesquiterpenos com esqueleto isocariolanico possuem importantes caracteristicas
estruturais, apresentando uma diversidade de grupos funcionais que contribuem para
uma variedade de atividades biolégicas e quimicas. Muitos desses sesquiterpenos tém
demonstrado atividades bioldgicas importantes, incluindo propriedades antimicrobianas.
Todavia, ha uma escassez de dados existentes na literatura sobre estes compostos.
(RACERO; COLLADO; MACIAS, 2004).

A determinacéao estrutural de substancias desempenha um papel fundamental na
quimica organica. Quando se obtém uma substancia, é essencial confirmar sua
estrutura, e isso pode ser realizado por meio da técnica de Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), que realiza a identificagdo do esqueleto
carbono-hidrogénio de uma substancia organica. Na RMN, prétons em um campo
magnético assumem estados de energia diferentes (spin a e B). Irradiando com energia
correspondente a diferenga de energia, protons a sao promovidos a B e, ao retornar,
emitem sinais com frequéncias dependentes dessa diferenga. O espectrometro de RMN
registra esses sinais em um grafico de intensidade versus frequéncia, criando um
espectro de RMN. As analises dos espectros de RMN baseiam-se em acoplamento
spin-spin, integracdo dos picos e deslocamento quimico. A espectroscopia de RMN
frequentemente revela a estrutura completa de moléculas desconhecidas (BRUICE,
2006; PAVIA, 2010; SILVERSTEIN, 2019).

A resisténcia bacteriana € uma preocupagado global em saude publica, sendo
reconhecida por governos e pela industria farmacéutica internacional. O uso
indiscriminado de antibiéticos e antifungicos tem levado ao surgimento de cepas
multirresistentes, tornando muitos medicamentos antimicrobianos ineficazes. Isso tem
impulsionado a necessidade de encontrar novos agentes antimicrobianos (BLACK;
BLACK, 2021).

A concentragao inibitéria minima (CIM) é o principal parametro usado para otimizar
terapias antimicrobianas. Ela representa a menor concentragdo de um antimicrobiano que
impede o crescimento de um microrganismo em um intervalo de tempo especifico. Outros
parametros incluem a concentragao bactericida minima (CBM) e a concentragao fungicida
minima (CFM), que indicam as concentragdes mais baixas capazes de matar bactérias e
fungos (MACHADO et al., 2019; VERMELHO et al., 2019).

Os compostos isocariolanos tém sido objeto de estudo devido ao seu potencial
como agentes bioldgicos, incluindo atividade antimicrobiana. Compostos com estruturas
semelhantes aos isocariolanos foram previamente avaliados quanto a capacidade de
inibir a infecgéo e replicagdo do virus do mosaico do tabaco (TMV) in vitro, revelando um
efeito inibitério moderado (CHEN et al., 2009). Além disso, esses compostos tém
demonstrado atividade antimicrobiana contra patégenos, incluindo bactérias e fungos.
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OBJETIVOS

Sintese, purificagao, elucidagao estrutural e avaliagdo da atividade antimicrobiana
do composto isocariolanico (8R, 9R)-8-metoxi-isocariolan-9-ol.

MATERIAIS E METODOS
TECNICAS CROMATOGRAFICAS

No monitoramento do avango das reagodes, foi empregada a técnica Cromatografia
em Camada Delgada (CCD). Utilizaram-se placas cromatograficas de silica gel 60
HG/254 com indicador fluorescente. A revelagado ocorreu pela aplicagcdo de uma solucéo
de acido sulfurico, agua destilada e acido acético na propor¢ao 4:16:80, seguida por
aquecimento das placas e visualizagcdo sob uma lampada UV a 254 nm. As analises
utilizaram diferentes propor¢des de hexano e acetato de etila como fase mével. Utilizando
a técnica de Cromatografia em Coluna de Vidro (CCV) isolou-se e purificou-se os
produtos de sintese. Uma coluna cromatografica de vidro com silica gel 230-400 Mesh foi
empregada, utilizando solventes hexano e acetato de etila com polaridades crescentes
como fase movel. O processo foi monitorado por CCD, possibilitando uma avaliagéao
visual do progresso da purificagao.

TECNICA ESPECTROSCOPICA — RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A elucidagdo estrutural do composto (8R, 9R)-8-metoxi-isocariolan-9-ol foi
realizada através da espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1H e
13C. Os espectros foram adquiridos no espectrémetro Bruker DRX-400, linha AVANCE do
Departamento de Quimica-UEM, registrando os deslocamentos quimicos em unidades ©
e as constantes de acoplamento J em Hz. O padrao de referéncia interno utilizado foi o
composto tetrametilsilano (TMS), com cloroférmio deuterado como solvente.

REACOES DE SINTESES ORGANICAS

Duas reagdes de sintese organica foram realizadas. Na primeira, o composto
5a-hidroxicariofil-4(12),8(13)-dieno foi obtido a partir do 48, 5a-epoxicariofil-8(13)-eno,
utilizando acetona, LiBr e TCNE como reagentes. O progresso foi monitorado por CCD, e
o composto foi purificado por CCV de silica gel. Na segunda reagao, o composto (8R,
9R)-8-metoxi-isocariolan-9-ol foi obtido a partir do 5a-hidroxicariofil-4(12),8(13)-dieno,
usando metanol e TCNE. O progresso também foi monitorado por CCD, e o composto foi
purificado por CCV de silica gel.

AVALIAGAO ANTIMICROBIANA

A avaliagdo antimicrobiana foi realizada no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Campus Santa Helena. O teste
antimicrobiano do composto (8R, 9R)-8-metoxi-isocariolan-9-ol foi realizado frente aos
seguintes microrganismos: bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Enterococcus faecium ATCC 6569, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Gram-negativas
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Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27587, Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031 em comparagcdo com o antibidtico Cloranfenicol; leveduras
Candida Albicans tubo UEL ATCC 10231, Candida tropicalis TOL ATCC 28707, Candida
glabrata ATCC 2001, Candida dubliniensis ATCC 656 MYA, Candida parapsilosis ATCC
22019, Candida krusei ATCC 34135 e Cryptococcus gattii ATCC 56990, em comparagao
com o antifungico Fluconazol.

A determinacédo da concentragao inibitéria minima foi efetuada por meio do ensaio
de microdiluicdo em caldo, utilizando microplacas de 96 pogos, em conformidade com as
diretrizes estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
Utilizou-se os meios de cultivo Mueller Hinton para bactérias e Rosalind Park Memorial
Institute (RPMI) + Acido 4-Morfolino Propano Sulfénico (MOPS) para leveduras. Inéculo
para bactérias com aproximadamente 5.105 células/mL e para leveduras cerca de 2,5.103
células/mL. A CIM foi testada no solvente DMSO, com concentracéao maxima de 1,2% nos
pOGOS.

Pocos de controle, tanto com microrganismos quanto sem, foram empregados para
assegurar a adequada avaliagdo do crescimento microbiano e a auséncia de
contaminagao. Apds a incubagao “overnight”, 35°C por 24h e 100 pl no pogo para
bactérias - 35°C por 48h e 200 ul no pocgo para leveduras, determinou-se a concentragao
inibitéria minima (CIM).

RESULTADOS E DISCUSSOES

O composto (8R, 9R)-8-metoxi-isocariolan-9-ol foi sintetizado, purificado por
técnicas cromatograficas e elucidado por RMN em trabalhos anteriores pelo nosso grupo
de pesquisa. O objetivo deste trabalho foi obter maior quantidade do composto através da
sintese para realizar os testes antimicrobianos.

Os testes de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foram realizados em diferentes
cepas bacterianas, utilizando DMSO como solvente, revelando diferengas significativas
nos valores para as bactérias testadas. Os resultados dos testes com o composto
demonstraram uma variagdo significativa na sensibilidade das diferentes cepas
bacterianas.

Entre as bactérias testadas, a K. pneumoniae ATCC 10031 apresentou a CIM mais
elevada, atingindo 1000 ug/mL, indicando menor sensibilidade ao composto. As cepas de
E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27587 e S. aureus ATCC 29213 mostraram
CIMs intermediarias, todas com valores de 500 ug/mL. Por outro lado, E. faecalis ATCC
29212 e E. faecium ATCC 6569 apresentaram as ClIMs mais baixas, 125 ug/mL e 250
Mg/mL, respectivamente, sugerindo uma maior sensibilidade ao composto em
comparagao com as outras bactérias testadas (Quadro 1).

Quadro 1. Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL) - Bactérias
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Bactérias E. coli P K. S. aureus E. faecalis E. faecium
ATCC 25922 | aeruginosa | pneumoniae | ATCC 29213 | ATCC 29212 | ATCC 6569
ATCC 27587 | ATCC 10031
(8R, 500 500 1000 500 125 250
9R)-8-metox
i-isocariola
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n-9-ol

Cloranfenic 4 64 16 8 8 8
ol

Fonte: elaborado pelos autores (2023).

Além dos testes em bactérias, a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do
composto também foi avaliada em leveduras. Os resultados revelaram um potencial
antifungico promissor do composto, com CIMs variando de 62,5 a 500 ug/mL, com
destaque para C. krusei ATCC 34135 com uma CIM de 62,5 ug/mL, proximo ao valor do
antifungico Fluconazol, que foi de 64 ug/mL. Outras leveduras demonstraram CIMs mais
elevadas, sugerindo possivel menor sensibilidade ou exigéncia de concentragbes
diferentes para inibigao (Quadro 2).

Quadro 2. Concentracao Inibitéoria Minima (ug/mL) - Leveduras

Leveduras C. C. C. C. C. C. Cryptococ
albicans tropicalis glabrata | dublinien | parapsil krusei cus gattii
ATCC ATCC ATCC sis osis ATCC ATCC
10231 28707 2001 ATCC ATCC 34135 56990
646 22019
(8R, 500 500 250 500 500 62,5 125

9R)-8-metoxi-is
ocariolan-9-ol

Fluconazol 8 4 8 0,5 4 64 4

Fonte: elaborado pelos autores (2023).

Os resultados indicam que o composto (8R, 9R)-8-metoxi-isocariolan-9-ol
apresenta maior eficacia contra cepas Gram-positivas, especialmente E. faecalis ATCC
29212 e E. faecium ATCC 6569, bactérias associadas a infecgdes hospitalares e com alta
resisténcia a diversos antibioticos tradicionais (GAMA, 2008). O composto também
apresentou também grande eficacia contra C. krusei ATCC 34135, que é naturalmente
resistente ao antifungico fluconazol (KHALIFA, 2022).

CONCLUSAO

A partir das sinteses realizadas o composto isocariolanico (8R,
9R)-8-metoxi-isocariolan-9-ol foi obtido, purificado, por meio da Ressonancia Magnética
Nuclear sua elucidacao estrutural foi realizada e através da avaliacdo de atividade
antimicrobiana contra os microrganismos testados foi possivel evidenciar seu potencial
como agente antimicrobiano.
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