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Resumo: Conhecidas como benzopironas, as cumarinas sdo metabdlitos secundarios que podem
advir de origem natural através da sua extracdo em plantas, alguns fungos e virus ou de origem
sintética através de ferramentas da quimica organica. A estas moléculas s&o atribuidas diversas
atividades bioldgicas que possam ter potencial farmacol6gico. Elas ainda podem ser utilizadas como
precursores para a sintese de outros derivados biaotivos, sendo empregadas em diversas reagfes,
dentre elas, as rea¢Bes multicomponentes. As reacBes multicomponentes tém sido amplamente
estudadas por se constituirem como um protocolo extremamente eficaz na sintese de compostos
biologicamente ativos, em especial, a reacdo de Mannich. No presente trabalho foram obtidos trés
derivados cumarineos via reacdo de Mannich, os quais apresentaram DLso que variaram de 40,04 a
57,84, 0 que permitiu classificar esses derivados como possiveis agentes tripanomissidas e
antitumoral. Adicionalmente, os compostos supracitados apresentaram valores de concentracao
minima inibitéria (CMlso) entre 2000 a 1000 pg/mL quando submetidos ao teste de sensibilidade a

antimicrobianos, demonstrando possivel atividade bactericida/bacteriostatica.
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Introducgéo

As cumarinas (benzopironas), representam uma classe de metabdlitos
secundarios que podem ser encontrados na sua forma natural oriunda de diversas
classes de plantas e de algumas espécimes de fungos e virus, ou na sua forma
sintética advindo de ferramentas da quimicas organica. A esses compostos atribui-se
uma grande variedade de atividades bioldégicas como: antibiéticas, anti-inflamatoria,
bronco dilatadora, fungicida e anticoagulante, o que atrai a atencao de diversos
pesquisadores (SANTOS et al., 2013; SIMOES et al.,1999).

Na forma sintética, estas moléculas podem ser sintetizadas através de varias
metodologias como por exemplo Pechmann, Perkin, de Knoevenagel, Reformatsky,
Wittig, entre outras, sendo a metodologia de Pechmann a mais usual dentre elas.
(BENJARAN et al., 2009).

Além de todas suas aplicacdes e suas possiveis utilizagcdes em patologias as

cumarinas também podem ser utilizadas como materiais de partida nas reacdes
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multicomponentes para a formagdo de moléculas mais complexas, derivados

cumarineos, que também podem vir a apresentar atividades biol6gicas importantes
(KENCHAPPA et al., 2013).

Para a determinacdo das atividades biologicas mais especificamente o
potencial toxicolégico dos compostos naturais e sintéticos, varios testes podem ser
utilizados, porem o mais usual é o teste de toxicidade com Artemia salina (TAS)
(AMARATE et al., 2011; COSTA et al., 2009; DOLABELA, 1997).

Este que é um ensaio bioldgico preliminar de toxicidade onde seus resultados
apresentam uma boa correlacdo com a atividade citotoxica contra tumores humanos,
atividade contra o Trypanosoma cruzi, antibacteriana, antifangica etc. Em geral,
derivados com alta toxicidade contra a A. salina sugerem alto potencial para
atividades biologicas, sendo, portanto, muito Gtil a utilizacdo deste bioensaio na
busca de substancias bioativas (AMARATE et al., 2011; COSTA et al., 2009;
DOLABELA, 1997).

Dentre os metodos descritos na literatura para a avaliagdo da atividade
antibacteriana e antifungica o teste de difusdo em &agar e o teste de macrodiluicdo e
microdiluicdo sao os mais utilizados (BRANSON, 2000; OSTROSKY et al., 2008).

Em ensaios de diluicdo séo testados a capacidade que uma amostra possui em
inibir o crescimento do microorganismos contendo diversas diluicoes da
concentracdo da amostra em contato com as bacterias ou fungos (BRANSON, 2000;
OSTROSKY et al., 2008).

Dado a importancia dos derivados cumarinicos devido a suas potenciais
atividades o presente estudo tem como intuito a avaliacdo toxicoldgica dos derivados
obtidos frente a A. salina e avaliagdo da concentracdo minima inibitoria (CMI), frente
a bacteria Staphylococcus aureus (ATCC 29213).

METODOLOGIA DO TESTE DE ARTEMIA

O teste de A.Salina se deu a partir da preparacdo de uma solucdo salina com

concentracéo de 36,5 g/L e pH entre 8,4 — 8,8, tornando a solucéo ideal para que as

larvas de Artemia salina sobrevivam (MEYER et al., 1982).
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Posteriormente ao preparo da solucdo colocou-se os ovos de Artemia salina
em um recipiente com incidéncia de luz e oxigénio por 48 convertendo 0s ovos em
larvas do tipo nauplio (MEYER et al., 1982).

Paralelo a este procedimento prepaou-se as solucfes a serem analisadas
com trés concentragdes, 50, 25 e 12,5mg/ml. Foram utilizados uma mistura de
Tween 80 e DMSO néo excedendo 5% do volume nas amostras que precipitaram
guando em contato com a solucdo salina (MEYER et al., 1982).

Colocou-se nos frascos-testes a solucdo e as larvas (10 em cada tubo), 3
frascos de controle foram deixados na presenca de luz visivel em repouso a
temperatura ambiente por 24 horas (MEYER et al., 1982).

Apods 24 h em contato com a amostra realizou-se a contagem do numero de
larvas mortas e vivas em cada frasco. Os dados obtidos foram processados em um
programa computacional PROBIT, onde analisou-se os dados estatistico para a
determinacao dos valores de DL so (MEYER et al., 1982).

METODOLOGIA DO CMI

Realizou-se a analise do CMI em triplicatas através do método de microdiluicao
em placas de Elisa de fundo chato. Inicialmente preparou-se as solucfes estoques
dos compostos onde 80 mg do composto foram diluidas em 1,0 ml de DMSO. Apés
0 preparo das solucdes estoque preparou-se o caldo BHI e as diluicbes das
amostras obtendo as concentracbes de 2000upg/mL, 21000ug/mL, 500upg/mL,
250pg/mL, 125ug/mL, 62,5ug/mL de cada composto.

As diluicdes do antibibtico (cloranfenicol) foram preparadas de acordo com o
CLSI. A solucéo estoque do antibiético foi preparada com 51,2 mg de cloranfenicol, o
qual foi diluido em 10 mL de etanol P.A. Para o preparo do indculo semeou-se a
cepa S. aureus em placa contendo o meio 4gar Mueller Hinton onde a mesma foi
mantida em estufa a 35°C durante 24h. Apos as 24 horas transferiu-se 3 col6nias
puras e isoladas para um tubo contendo 5 mL de solucao fisiologica a 0,9% ate que
fosse obtido uma turvacdo compativel com o grau 0,5 da escala de Mac Farland (108
UFC/mL). A solucédo foi entdo diluida para a concentracdo de 1:10 em solugéo
fisiologica (0,5 mL da suspensdo da bactéria em 4,5 mL de solucéo fisiologica),
obtendo uma concentracéo de células de 10’ UFC/mL.
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O preparo da microplaca foi realizado adicionando 100pL de cada

concentragdo do composto da linha A até a linha F. Em seguida & esses pocos foram
adicionados 100puL do meio (caldo BHI) e nos po¢os com numeros impar adicionou-
se 5 pL do inoculo.O controle de viabilidade (controle negativo) foi disposto na
coluna 10 adicionando 100uL do meio com o inéculo, sem os compostos. Na coluna
11 foram adicionados 100uL de DMSO a 10% e 100uL do meio.

As microplacas foram tampadas e mantidas em estufa a 35°C por 22 horas.
Apos estas 22 horas de incubacdo as placas foram analisadas observando a
formacao ou nao de um precipitado branco, caso este fosse formado indicou-se que
naquela concentragdo a amostra em analise ndo conseguiu inibir o crescimento da
bactéria.

Através do teste de Artemia salina é possivel analisar a toxicidade dos
compostos e determinar quais as possiveis atividades bioldgicas através de valores
de DL 50 de cada composto sendo possivel assim comparar os resultados obtidos
com valores descritos na literatura (Tabela 1).

Tabela 1: Teste de Artemia salina

Cédigo Produto DL50 (Mg/mL) Correlacéo da Atividade biolégica*

40,04 Tripanomissida e antitumoral
Mo1
MO02 57,84 Tripanomissida e antitumoral
M1l 51,83 Tripanomissida e antitumoral
*(DOLLABELLA, 1997)
REALIZACAO

PRP PRE s H
ProReions Pro-Reitoriade Prg-Reitoria de 3 Universidade -
- ~ Sguisa e ensao, Cultura e =
Graduagao %S-Graguagz‘m Assuntos Estudantis Estadual de Goias



V Congresso de Ensino,
Pesquisa e Extensao da UEG

C(} cepe

ApoGs a realizagdo do teste pode-se observar que os derivados analisados

apresentaram DLso menor que 200 Mg/mL, apresentando assim uma toxicidade
elevada frente a Artemia salina. Segundo DOLABELA (1997) os valores de DLso
apresentados indica potenciais biologicos a apresentarem atividade tripanomissida e

atividade antitumoral.
Resultados CMI

A microdiluicdo é um teste quantitativo que permite avaliar qual a minima
concentracdo necessaria de um composto para que aproximadamente 50% das
colonias tenham seu crescimento impedido, a avaliacdo de resultados sao feitas em
duas etapas, a primeira e através da observacdo da formacdo de um precipitado
branco no fundo do poco, este que indica se a inibicdo foi o suficiente para o
crescimento da bactéria em questdo. Quando ele ndo € formado se inicia a segunda
etapa, esta que determina se 0 composto e bactericida ou bacteriostatico através do
teste de CMB.

Tabela 2. Célculo concentracdo minima inibitéria CMI 50% frente a Staphylococcus

aureus ATCC 29213:
Cédigo Produto CMI 50%

1000 pg/mL
MO1
2000 pug/mL
MO02
1000 pg/mL
M11

*obs: O ponto de corte do CMI foi feito em triplicata.
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Os produtos M1 e M11 apresentaram valores de concentracdo minima
inibitéria (CMI150%) igual a 1000 pg/mL ja o produto M02 apresentou valores de CMI

50 igual a 2000 pg/mL para a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Consideracgbes Finais

Até o presente momento foi possivel observar a partir da toxicidade frente a
Artemia salina e dos calculos de DLso que os trés compostos analisados obtiveram
valores menores que 200mG/mL o que sugere que os derivados cumarineos
testados podem apresentar potenciais atividade tripanomissida e antitumoral.

Foi possivel observar também que os trés compostos apresentaram
concentracfes de CMI 50 dentro das concentracdes testadas, o que indica que eles
podem ter acdo bactericida ou bacteriostatica, esta que sera confirmada através da
realizacdo do teste de CMB.
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