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RESUMO

Os produtos naturais sdo utilizados desde os primordios da humanidade, na busca por cura ou
alivio de doencas. Com o avanco da tecnologia foi possivel isolar inUmeras substancias,
realizar modificagbes em suas estruturas, e elucidar seus mecanismos de agdo. Um bom
exemplo é o eugenol, uma substancia bastante utilizada ao logo do tempo como analgésico e
anti-séptico. O eugenol é extraido principalmente da Eugenia caryophyllata e vem sendo
estudado por pesquisadores. Diante disto, o presente trabalho teve como objetivo, realizar
modificacBes na estrutura do eugenol e avaliar a toxicidade desses derivados frente a larva de
Artemia salina Leach. Para tanto, o eugenol foi submetido a reacdo de O-alquilacdo com dois
brometos de alquilas levando aos O-alquileugenol em bons rendimentos apds tempos
reacionais que variaram de 60 a 100 minutos. Os O-alquileugenol apresentam elevada
toxicidade com valores de concentracdo letal para matar 50% dos individuos de 43 e 55
ug/mL. Desse modo, é evidente que o potencial biologico do eugenol e que modificacdes
realizadas em sua estrutura podem otimizar essas atividades, de forma a melhorar as
interacGes com determinado alvo biolégico, bem como fonte de novos compostos que venham
a ser candidato a farmaco
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INTRODUCAO
Os produtos naturais sdo utilizados desde os primdrdios da humanidade, visando o

alivio e cura de doencas pela ingestdo de partes da planta. O uso de plantas no tratamento de
enfermidades € uma pratica muito antiga, que se tornou bastante comum, resultando no
acumulo milenar de conhecimentos empiricos sobre as agdes dos vegetais, através de
sucessivas geracoes, sendo uma pratica generalizada na medicina tradicional popular em todas
as culturas desde as civilizagbes mais imemoriais (RIBEIRO, 2018). Com o passar dos anos e
avanco da tecnologia, foi possivel isolar principios ativos, caracterizar quimicamente as
substancias ativas e desvendar o mecanismo de acdo das mesmas (JAMSHIDI-KIA;
LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).

Uma substancia natural bastante utilizada ao longo da historia é o eugenol (2-
metoxi-4-prop-2-enilfenol), o principal componente do 6leo essencial do cravo-da-india
(Eugenia caryophyllata). A literatura relata diversas atividades farmacoldgicas interessantes
do eugenol, tais como antibacteriana, antifungica, antioxidante, anti-séptica, anti-inflamatoria,
anticonvulsivante, antitumoral, antimutagénica, repelente, atua na indigestdo, inibicdo da
agregacdo plaquetaria, entre outras, indicando a relevancia biologica desse composto
(COSTA, 1999; KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012).

O eugenol ¢ um composto aromatico, membro da classe dos fenilpropandides e é
encontrado em diversas espécies além do cravo-da-india, a citar a noz-moscada, canela,
manjericdo e folha de louro. Juntamente com o eugenol, nestas plantas, sdo encontrados
outros fenilpropandides, flavonoides e acidos cumarinicos, porém, em menores concentracoes
(DOURADO, 2012; MARCHESE et al., 2017).

Vale destacar, que o eugenol foi isolado pela primeira vez em 1929, a partir de uma
planta Eugenia caryophyllata, no entanto, sua sintese s6 foi realizada varios anos depois
através da reacdo de alilagdo do guaiacol, composto aromatico, utilizando cloreto de alila
(MARCHESE et al., 2017).

Por ser um produto versatil, a Food and Drug Administration dos EUA, aprovou o
uso do oleo do cravo-da-india como substéncia aromatizante nas industrias alimentar e de
bebidas, como uma fragrancia na indlstria cosmética e na odontologia como analgésico
natural e anti-séptico (MOHAMMADI NEJAD; OZGUNES; BASARAN, 2017). Mas vale

ressaltar que a busca por agentes terapéuticos € uma tarefa bastante ardua e para que um
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dessas substancias chegue ao mercado farmacéutico, ela é submetida a diversos ensaios

bioldgicos, a citar os ensaios toxicoldgicos.

A Artemia salina, € um microcrustaceo zooplanctdnico encontrada principalmente
em ambientes marinhos, devido a necessidade de dgua salgada para sobrevivéncia. Este é um
importante elo na cadeia alimentar e possui, em particular, importancia na aquicultura,
fazendo parte da alimentacdo dos peixes, e isto é possivel gracas a sua grande distribuicdo
geografica e alta adaptabilidade (MEDEIROS et al., 2018). Meyer e colaboradores (1982)
utilizou as artémias em ensaios de toxicidade aguda para uma pesquisa preliminar de
atividade bioldgica de extratos e fragcdes obtidos a partir de produtos naturais.

Esses microcrustaceos podem ser utilizados no monitoramento da citotoxicidade de
produtos, devido a semelhanca estrutural com células humanas, além de ser um método
barato, rapido, simples e sensivel a substancias tdxicas. Desse modo, 0s resultados com
valores de Concentracdo Letal necessaria para matar 50% dos individuos (CLso) inferiores a
100 pg/mL sdo considerados altamente toxicas, valores entre 100 e 500 pg/mL sdo
moderadamente tdxicas, entre 500 ¢ 1000 pg/mL sdo levemente toxicas e acima de 1000
pg/mL possuem baixa toxicidade (MERINO et al., 2015).

Muitos produtos de origem natural sdo estudados pela industria farmacéutica e por
quimicos sintéticos (JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Estes buscam novos
candidatos a farmacos, bem como na otimizacdo das atividades, mecanismos de acdo e
melhorias nas propriedades fisico-quimicas, de forma a propiciar melhor absorcao,
distribuicdo, biodisponibilidade e metabolismo, isso gracas a modificacdo estrutural de
moléculas biologicamente ativas oriundas de fontes naturais (YAO et al., 2017).

Portanto, o objetivo do presente trabalho trata de realizar modificagoes
estruturais no eugenol, através da reacdo de alquilagdo com o bromo acetato de etila e o
bromo acetaldeido dietil acetal, além da realizacdo de bioensaios toxicologicos dos produtos

obtidos frente a larvas Artemia salina Leach.

MATERIAIS E METODOS
Materiais
A pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Sintese Organica presente no Centro de

Educacdo e Saude da Universidade Federal de Campina Grande — Cuité/PB e constituiu-se na
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adicdo de uma funcdo éster e outra acetal no oxigénio do grupo hidroxila, conectado ao anel

aromatico. O eugenol foi utilizado como reagente limitante, e 0 bromo acetato de etila e o

bromo acetaldeido dietil acetal, foram utilizados como reagente em excesso.

Modificacgdo estrutural

A reacdo de alquilacdo e formacdo de acetal, foram realizadas com interesse na
sintese dos compostos 3a-b, estas com o substrato bromoacetato de etila (2a) em presenca de
carbonato de potéssio (K2CO3) e como o bromo acetaldeido dietil acetal (2b) em presenca de
hidroxido de sddio (NaOH), entretanto ambos utilizaram dimetilsulféxido (DMSO) como
solvente, como pode ser observado no Esquema 01.

Para a sintese do composto 3a, foram pesados 5,0 mmols (0,82g) do substrato 1 e
transferidos para um baldo de fundo redondo contendo 10 mL de DMSO. Sequentemente
adicionou-se ao baldo 5,0 mmols (0,691g) de KoCOs; em pd. A mistura reacional foram
adicionados rapidamente 5,5 mmols (0,929) de 2a. A reacéo foi submetida a agitacdo, em uma
chapa agitadora, a temperatura ambiente durante o tempo requerido, que foi verificado por
cromatografia de camada delgada (CCD). Com relacdo ao composto 2b, foi-se pesado 5,5

mmol (1,08g) e 8mmol de NaOH (0,329), e efetuado 0 mesmo procedimento ja mencionado.

Esquema 01: Reacdo dos compostos 2a-b com o eugenol
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Fonte: Proprios autores, 2019.

Apos o termino das reagfes os produtos foram submetidos a separacdo de fases, que

consiste na separacdo da fase aquosa da fase orgénica. A mistura reacional foi transferida do
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baldo para um funil de separacdo e foram adicionados 25 mL de solugédo supersaturada de

NH4Cl. A fase orgéanica foi separada com acetato de etila (3 x 25 mL). Posteriormente a
separacdo, foi adicionado sulfato de sddio anidro na fase orgénica para retirar qualquer
resquicio de agua, e em seguida a mesma fase foi filtrada o solvente foi removido em
evaporador rotativo a pressao reduzida para obtencdo do produto seco. O produto final foi
purificado por cromatografia liquida em coluna de silica utilizando 15 cm (altura da
quantidade da fase estacionaria) de silica-gel 60, hexano e acetato de etila como solventes da
fase madvel. Os solventes utilizados na purificacdo foram destilados conforme a metodologia

de Armarego e Perrin (1996).

Bioensaios toxicolégicos com Artemia salina Leach

A partir da interpretacdo dos dados da caracterizacdo e respectiva confirmacdo das
estruturas dos produtos objetivados, realizou-se o ensaio biolégico dos mesmos frente a
Artemia salina Leach baseado no estudo de Meyer e colaboradores (1982). Para cada
composto testado, utilizou-se 20 mg e foi adicionado 50 uL de dimetilsufoxido (DMSO).
Posteriormente, a solucdo foi homogeneizada e o volume completado para 20 mL com &gua
salinizada filtrada (preparada a partir de 38 g de sal marinho Marinex® em 1 L de agua
destilada) em pH = 8,0. Desta solucdo serdo retiradas aliquotas de 125, 250, 500, 750, 1000,
1125 1250 e 1875 puL e transferidas para tubos de ensaios de 5 mL e os volumes completados
com o mesmo solvente, obtendo-se as concentra¢fes de 50, 100, 200, 300, 400, 450, 500 e
750 pg/mL para a solugdo da amostra. O teste foi acompanhado por controle positivo, com
dicromato de potéssio (K2Cr207) e controle negativo com &gua salinizada e DMSO. Os cistos
da Artemia salina (20 mg) foram incubados sob iluminacéo artificial por 48 horas para que
houvesse a eclosdo das larvas e estas foram separadas em dez grupos com 10 artémias cada. O
primeiro e o segundo grupo receberam a solucdo controle positivo e controle negativo e as
oito seguintes receberam a solucdo aquosa do composto em diferentes concentracbes. As
amostras ficaram submetidas a iluminagdo artificial durante 24 horas. ApoOs este periodo,
contabilizou-se as larvas vivas e mortas. O experimento foi realizado em triplicata para cada

substancia-teste.
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DENSENVOLVIMENTO

Devido a ampla diversidade estrutural e funcional dos produtos naturais, muitos
compostos de origem natural sdo usados como principio ativo no tratamento de diversas
enfermidades. Durante anos, a maioria dos farmacos disponiveis no mercado eram produtos
naturais ou mesmo anélogos inspirados neles, contudo, a necessidade de novos farmacos
estimulou pesquisadores a realizarem modificagdes estruturais em produtos naturais
(CRAGG; NEWMAN, 2013). Desde entdo algumas substancias naturais que se consagraram
ativos eficazes, até os dias atuais, a citar como exemplo a morfina, a canfora, a quinina e a
cocaina (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

O Eugenol, que é o principal constituinte possuindo um anel aromatico do 0leo
essencial do cravo-da-india. Este além de ser um anestésico e antimicrobiano natural, ele é
empregado como synthon, uma parte de uma molécula a ser sintetizada que é considerada
como a base de um procedimento sintético, na preparacdo de uma grande diversidade de
biomoléculas, como o obovatol, um produto natural com atividade antitumoral e anti-
inflamatoria (KAUFMAN, 2015).

Nos ultimos anos, verificou-se que os derivados sintetizados a partir de produtos
naturais possuem enormes atividades biologicas. Eugenol é um monoterpeno fendlico
interessante de ocorréncia natural, com acGes versateis contra bactérias, patdgenos e outros
microorganismos nocivos ao organismo. Atualmente, organizagdes de renome mundial tém se
interessado pela descoberta de drogas, em particular as de origem natural (BENDER et al.,
2016).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Apbs o inicio das reacdes, foi analisado o tempo em que cada substrato levou para
completar a reacdo com o eugenol. Essa analise foi realizada com o auxilio da Cromatografia
em Camada Delgada (CCD) para verificar o término da reacdo. Ap0s o término da reagéo,
cada produto foi purificado e posteriormente &€ pesado, afim de determinar o rendimento

reacional. Os valores obtidos do tempo e rendimento sdo mostrados na Tabela 01.
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Em experimento realizado por Medeiros e colaboradores (2018), os quais sintetizaram

a molécula 3a utilizando os mesmos componentes, com excecdo do solvente, que ao inves de
usarem o0 DMSO, realizaram a sintese com N,N-dimetilformamida (DFM). O presente estudo
obteve rendimento superior ao deste trabalho, o qual obtiveram 60%, e o tempo de mistura

reacional foi de 1080 minutos, muito superior ao encontrado no estudo de apenas 60 minutos.

Tabela 01: Parametros analisados de tempo, rendimento e aspecto fisico

TEMPO RENDIMENTOS ASPECTO

SUBSTRATO _

(MIN) (%) FisSICO

BROMO ACETATO DE ]
60 min 86,84 % Oleoso

ETILA

BROMO ACETALDEIDO .

100 min 93,16 % Oleoso
DIETIL ACETAL

Fonte: Préprios autores, 2019.

Um produto que deriva do eugenol e que apresenta atividade farmacoldgica, é o
obovatol. Este composto segundo Choi e colaboradores (2012), foi extraido da Magnolia sp. e

apresentou potente atividade anti-inflamatéria.

O obovatol também pode ser sintetizado em laboratério. Kaufman, em 2015, relatou
sua sintese apds 4 etapas reacionais, a primeira € a orto-bromacéo seletiva do fenol, seguida
da metilacdo, posteriormente acoplado ao composto um para-alilfenol e por ultimo foi
realizado a desmetilagdo no produto final. Este produto além de ser anti-inflamatério, tem

como atividade farmacoldgica a antitumoral.

Os testes de toxicidade dos compostos 3a-b foram realizados frente a larvas de A.
salina Leach, no qual o valor da taxa de mortalidade das solugdes contendo 3a e 3b variou
entre 0 e 100 %, planejando determinar a concentracéo letal para matar metade da populagéo
de larvas (CLso) conforme a Tabela 02. Deste modo, a CLsg foi encontrada através do

software POLO-PC, com 95% de confianga. Portanto, de acordo com Merino e colaboradores
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(2015), valores de CLso inferiores a 100 pg/mL s3o considerados altamente toxicas,

mostrando potencial para atividade bioldgica.

Rabelo, em 2010, realizou teste com a molécula do eugenol e o 6leo essencial do
cravo-da-india, o qual encontrou as CLsp igual a 18,53 e 1 ug/mL, respectivamente. Rabelo
(2010) associou a maior toxicidade do Oleo ao possivel efeito sinérgico entre os outros

compostos do 6leo essencial e o eugenol.

Tabela 02: Valores de CLso dos compostos.

COMPOSTOS CLso (ng/mL)

N@Oﬁc’“ ”

L

oA, 43
PSSR

Fonte: Préprios autores, 2019.

Leite e colaboradores (2009), também avaliaram a atividade moluscicida e larvicida de
alguns Oleos essenciais e fitoconstituintes de plantas medicinais. E entre esses
fitoconstituintes estava o eugenol, que constatou-se que a CLso é de 47,16 pg/mL, o qual

mostrou comportamento toxico frente as larvas de A. salina.

Silva e colaboradores (2010), realizaram estudo de toxicidade frente a larva A. salina
com o OGleo essencial das inflorescéncias de Ocimum gratissimum, que possuia como
componente majoritario o eugenol (81,94%), no qual obtiveram como resultado de CLso=
233,8 pg/mL com desvio padrdo (DP) de 200,7 + 272,0 pg/mL. Estes testes foram realizados

com etanol (1mL) ao inves de DMSO, obtendo-se CLso superior ao do presente estudo.

CONSIDERACOES FINAIS
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Em suma, os produtos derivados do eugenol foram obtidos a partir das reacdes de

alquilagdo em bons rendimentos e curtos tempos reacionais, demostrando a robustez do
método de O-alquilagdo. Os ensaios toxicoldgicos dos derivados do eugenol frente a Artemia
salina, revelou que ambos 0os compostos apresentam elevada toxicidade, o que fomente mais
estudos que visem dar continuidade & descoberta das atividades que esta molécula e seus
derivados possam expressar.

O trabalho demonstra a importancia dos produtos naturais, como fontes de novos
compostos bioativos, seja por extracdo ou por modificacdo na estrutura. A citar o eugenol, um
produto natural que apresenta uma gama de possibilidades de modificagcdes em sua estrutura,

visando obter um novo candidato a farmaco.
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