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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncias Exatas e da Terra: Exploracdo e Qualificacdo de Diferentes
Tecnologias 3” é uma obra que objetiva uma profunda discussdo técnico-cientifica
fomentada por diversos trabalhos dispostos em meio aos seus 22 capitulos. Esse 3° volume
abordara de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e/
ou revisdes que transitam nos varios caminhos das Ciéncias exatas e da Terra, bem como
suas reverberacdes e impactos econdmicos e sociais.

Tal obra objetiva publicizar de forma objetiva e categorizada estudos e pesquisas
realizadas em diversas instituicbes de ensino e pesquisa nacionais e internacionais. Em
todos os capitulos aqui expostos a linha condutora é o aspecto relacionado as Ciéncias
Naturais, tecnologia da informacgéo, ensino de ciéncias e areas afins.

Temas diversos e interessantes sé@o, deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam por inovagéo, tecnologia, ensino de ciéncias e demais temas. Possuir
um material que demonstre evolugcdo de diferentes campos da engenharia, ciéncia e
ensino de forma temporal com dados geograficos, fisicos, econdmicos e sociais de regides
especificas do pais € de suma importancia, bem como abordar temas atuais e de interesse
direto da sociedade.

Deste modo a obra Ciéncias Exatas e da Terra: Exploracdo e Qualificacdo de
Diferentes Tecnologias 3 apresenta uma profunda e solida fundamentacéo teérica bem com
resultados praticos obtidos pelos diversos professores e académicos que desenvolvem seu
trabalho de forma séria e comprometida, apresentados aqui de maneira didatica e articulada
com as demandas atuais. Sabemos o0 quéo importante é a divulgacao cientifica, por isso
evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma
consolidada e confidvel para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.

Francisco Odécio Sales
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RESUMO: Os produtos naturais sao utilizados
pelo homem desde os primérdios da humanidade,
para cura ou alivio de doencas, o que resultou
no acumulo milenar de conhecimentos. Isto
originou a fitoterapia, que se baseia na premissa
de que as plantas contém substancias naturais
que podem promover a saude. Atualmente foi
possivel isolar principios ativos de plantas e
estudar seu mecanismo de acdo. Entre um
dos mais importantes principios ativos, tem-
se o0 acido salicilico extraido da Salix alba, que
apresenta diversas atividades bioldgicas a citar
anti-inflamatéria. E com o auxilio da quimica
sintética foi possivel sintetizar um derivado
desse composto, o acido acetilsalicilico, o
qual apresenta uma toxicidade inferior. Com
a descoberta de novos compostos se faz
necessario estudos sobre suas propriedades,
incluindo sua toxicidade, um teste muito utilizado
para deteccao da toxicidade aguda o bioensaio
toxicolégico frente a larva de Artemia salina, para
descoberta da de Concentragéo Letal necessaria
para matar 50% dos individuos (CL,;) presente
no meio de estudo. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi realizar modificagdes estruturais no
acido salicilico através da reacéo de alquilagéo
com o bromo acetato de etila e realizar bioensaios
toxicoldgicos dos produtos obtidos frente A. salina.
O produto da reagéo de alquilagdo apresentou
bom rendimento de 64,32% e tempo reacional
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de 2 horas. A toxicidade do produto foi considerada moderadamente téxica. Portanto, séo
necessarios mais estudos sobre o potencial terapéutico sobre essas substancias, para a
descoberta de novos candidatos a farmacos.

PALAVRAS-CHAVES: Acido salicilico, Quimica sintética, Alquilacao, Artemia salina.

MODIFICATION IN THE MOLECULAR STRUCTURE OF SALICYLIC ACID AND
TOXICOLOGICAL BIOASSAYS AGAINST LARVAE OF Artemia salina LEACH
ABSTRACT: The natural products are used by man since the beginning of mankind, for healing
or relief of diseases, which resulted in the millenary accumulation of knowledge. This originated
the phytotherapy, which is based on the premise that plants contain natural substances that
can promote health. Currently it was possible to isolate active principles of plants and study
their mechanism of action. Among one of the most important active principles, there is the
salicylic acid extracted from Salix alba, which presents several biological activities to mention
anti-inflammatory. And with the help of synthetic chemistry it was possible to synthesize a
derivative of this compound, the acetylsalicylic acid, which presents a lower toxicity. With
the discovery of new compounds, it is necessary to study their properties, including their
toxicity, a test widely used to detect acute toxicity the toxicological bioassay against the larvae
of Artemia salina, to discover the lethal concentration necessary to kill 50% of individuals
(CL50) present in the study medium. Thus, the objective of this work was to perform structural
modifications in salicylic acid through the alkylation reaction with ethyl acetate bromine and
to perform toxicological bioassays of the products obtained in front of A. salina. The alkylation
reaction product presented a good yield of 64,32% and a reaction time of 2 hours. The toxicity
of the product was considered moderately toxic. Therefore, further studies on the therapeutic
potential of these substances are necessary for the discovery of new drug candidates.

KEYWORDS: Salicylic acid, Synthetic chemistry, Alkylation, Artemia salina.

11 INTRODUGAO

Os produtos naturais sao utilizados pelo homem desde primérdios da humanidade.
A busca por alivio e cura de doengas pela ingestao de partes da planta, tem sido uma das
primeiras formas de utilizagdo de produtos naturais. O uso de plantas no tratamento de
enfermidades é uma préatica muito antiga, que se tornou bastante comum, resultando no
acumulo milenar de conhecimentos empiricos sobre as ag¢des dos vegetais, através de
sucessivas geracbes, sendo uma pratica generalizada na medicina popular em todas as
culturas desde as civilizagbes mais imemoriais (RIBEIRO, 2018).

Muitas dessas civilizagbes tém sua importancia no desenvolvimento de drogas
naturais, a citar a Egipcia, Greco-Romana e a Chinesa. Esta Ultima desenvolveu-se com
grande eficiéncia que até os dias atuais muitas espécies e preparados vegetais medicinais
sdo estudados, sendo possivel isolar principios ativos, caracterizar quimicamente as
drogas, desvendar o mecanismo de acdo das mesmas, e com o auxilio da quimica sintética
foi possivel sintetizar novos compostos (JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006; JAMSHIDI-
KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).
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A fitoterapia se baseia na premissa de que as plantas contém substancias naturais
que podem promover a saude. Dessa forma, os produtos naturais sdo fontes significativas
de substancias terapéuticas, como ervas medicinais tradicionais e drogas sintéticas, e séo
o principal sistema de cuidados da saude, por ter a sua eficicia farmacolégica comprovada.
Nos ultimos anos, as pesquisas envolvendo plantas medicinais aumentaram em nivel
mundial, e um grande conjunto de evidéncias foram coletadas indicando o seu imenso
potencial para satde humana (PONUGOTI, 2018).

Os salicilatos sdo produtos utilizados a mais de 2000 anos, sendo extraidos
principalmente da planta Salix alba, popularmente conhecida como salgueiro branco ou
salgueiro chordo. O principal produto obtido do extrato desta planta é a salicina, que tem
sido amplamente usada para tratar condi¢des associadas a dor, inflamagcédo ou febre,
essa ao ser metabolizada no figado, se transforma em acido salicilico, que é o principal
responsavel pelos efeitos farmacol6gicos no organismo (SHARA; STOHS, 2015).

O écido salicilico ou acido orto-hidroxibenzoico é outro salicilato, que pertence a um
grupo variado de compostos fenélicos bem conhecidos no reino vegetal. O &cido salicilico
esta presente nas plantas como &cido fendlico livre e na forma conjugada. Na industria, este
tem como precursor o aminoacido fenilalanina e por meio de reagdes de lises e hidroxilagéo
desse aminoéacido, se obtém o acido salicilico (HAYAT; AHMAD; ALYEMENI, 20183).

Contudo varios produtos de origem natural e respectivos derivados sintéticos, foram
desenvolvidos com sucesso para aplicagéo clinica no tratamento de doengas. Como exemplo
o0 acido salicilico, cujo derivado mais importante clinicamente € o acido acetilsalicilico (AAS),
um farmaco que apresenta atividade analgésica, anti-inflamatéria e antipirética, além de
apresentar menos efeitos colaterais que seu precursor (DESBOROUGH; KEELING, 2017).

Provavelmente, o marco mais importante para o desenvolvimento dos farmacos,
a partir de produtos naturais, tenha sido o descobrimento dos salicilatos, a partir das
pesqusias desenvolvidas por Edwarde Stome que provou sua casca de sabor amargo, e
associou ao extrato de cinchona. Seis anos apds esta descoberta ele anunciou a sociedade
os resultados da sua observacgéo clinica, mostrando os efeitos farmacogndésticos do extrato
da planta S. alba. Em 1828 Johaann Andreas Buchner, conseguiu isolar uma amostra
pequena da salicina do extrato S. Alba, contudo apenas em 1860 que Hermann Kolbe
sintetizou o acido salicilico a partir da salicina (LIMA; ALVIM, 2018).

Em 1897 Felix Hoffmann, um quimico alemé&o, sintetizou um composto a partir do
acido salicilico, com o objetivo de tratar artrite reumatoide e diminuir a irritagcdo gastrica
causada pelo 4cido salicilico. Esta sintese foi por meio da acetilacdo do acido salicilico
com o anidrido acético, gerando o AAS, que além de causar menos irritacdo que 0 seu
precursor, também apresenta um sabor doce, que melhora na adesdo ao tratamento
(SNEADER, 2000).

O AAS ficou mundialmente conhecido como Aspirina®, nome dado pela empresa

alema Bayer. O seu descobrimento marcou de certa forma o final do primeiro periodo, onde
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a busca por substancias naturais terapeuticamente Uteis era feita ao acaso, em relagédo
ao segundo periodo que foi baseado na relagéo estrutura-atividade de cada substancia
(JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Dessa forma, as modificagbes estruturais em produtos naturais € uma ferramenta
bastante importante para a descoberta de novos candidatos a farmacos, que tenham
efeito superior ao prototipo e garantam que sua eficicia seja mais elevada que aos efeitos
indesejaveis ja apresentados pela molécula referéncia (SANTOS; VALE; COSTA, 2017).
Mas vale ressaltar que a busca por novos agentes terapéuticos é uma tarefa bastante ardua
e para que uma dessas substancias chegue ao mercado farmacéutico, ela é submetida a
diversos ensaios biolégicos, a citar os ensaios toxicoldgicos.

Um ensaio toxicologico utilizado atualmente, € o ensaio de toxicidade frente a
larvas de Artemia salina, elaborado por Meyer e colaboradores (1982), os quais utilizaram
as artémias em ensaios de toxicidade aguda para uma pesquisa preliminar de atividade
biolégica de extratos e fragcdes obtidos a partir de produtos naturais. A A. salina € um
microcrustaceo zooplancténico encontrada principalmente em ambientes marinhos,
devido a necessidade de agua salgada para sobrevivéncia. Este € um importante elo na
cadeia alimentar e possui, em particular, importancia na aquicultura, fazendo parte da
alimentacéo dos peixes, e isto € possivel gragcas a sua grande distribuicdo geografica e alta
adaptabilidade (MEDEIROS et al., 2018).

Esses microcrustaceos podem ser utilizados no monitoramento da citotoxicidade de
produtos, devido a semelhanga estrutural com células humanas, além de ser um método
barato, répido, simples e sensivel a substéancias toxicas. Desse modo, os resultados com
valores de Concentragédo Letal necessaria para matar 50% dos individuos (CL,) inferiores
a 100 pg/mL sdo considerados altamente tdxicas, valores entre 100 e 500 pg/mL séo
moderadamente todxicas, entre 500 e 1000 ug/mL séo levemente tdxicas e acima de 1000
Hg/mL possuem baixa toxicidade ou atoxicas (MERINO et al., 2015).

Ademais, o bioensaio envolvendo a A. salina é bastante utilizado, também, como
indicador de toxicidade aguda, se tornando essencial para estudos de substancias que
possam indicar uma possivel atividade bioldgica, como em extratos e fragcdes advindos de
produtos naturais, sendo constantemente aplicado na verificacdo da seguranca do uso de
plantas na medicina tradicional popular, como ja mencionado, e facilitando o direcionamento
de estudos na descoberta de novos farmacos (POMPILHO; MARCONDES; OLIVEIRA,
2014; MEDEIROS et al., 2018).

As reacdes que promovem as modificagdes estruturais de moléculas
biologicamente ativas oriundas de fontes naturais sdo umas das principais ferramentas
na busca de novos candidatos a farmacos, bem como na otimizagdo das atividades,
mecanismo de acgdo, melhorias nas propriedades fisico-quimicas e diminuicdo dos

efeitos adversos, de forma a propiciar melhor absor¢éo, distribuicdo, biodisponibilidade e
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metabolismo. Esses atributos séo de extrema importancia no desenvolvimento de um novo
medicamento (RAUTIO et al., 2018).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi realizar a modificagcéo estrutural no acido
salicilico, por meio da reacao de alquilagcdo com o bromoacetato de etila, posteriormente
submeter o produto da reagéo ao bioensaio toxicologico frente a larvas de A. salina.

21 METODOLOGIA

2.1 Modificacao estrutural

A pesquisa foi realizada no Laborat6rio de Sintese Orgéanica presente no Centro de
Educacgéo e Saude da Universidade Federal de Campina Grande — Cuité/PB e constituiu-se
na adi¢cdo de uma fungéo éster no oxigénio do grupo hidroxila, conectado ao anel aromético.
O é&cido salicilico (1a) foi utilizado como reagente limitante, e o bromoacetato de etila (2)
como reagente em excesso.

Areacéao de alquilacéo, foi realizada com interesse na sintese do composto 3a (4cido
2-(carboximidoxi) benzoico), esta com o substrato 2 em presenca de carbonato de potassio
(K,CO,) e utilizou-se dimetilsulfoxido (DMSO) como solvente, como pode ser observado no
Esquema 01.

Para a sintese do composto 3a, foram pesados 5,0 mmols (0,691g) do &cido
salicilico (1a) e transferido para um baldo de fundo redondo contendo 10 mL de DMSO.
Posteriormente adicionou-se ao baldo 5,0 mmols (0,691g) de K2CO3. A esta mistura
reacional foi adicionado rapidamente 5,5 mmols (0,92g) de bromo acetato de etila (2). A
reacao foi submetida a agitacéo, em uma chapa agitadora, a temperatura ambiente durante
o tempo requerido, que foi verificado por cromatografia de camada delgada (CCD).

0
OH o K,CO4 OQJ\O/\
+  Br —
©;(OH /\g DMSO, t.a. OH
la o 2 © 3a

Esquema 01: Reacéo de alquilagéo do acido salicilico com o bromoacetato de etila.
Fonte: Préprios autores, 2020.
Ap6s o término da reacdo, o composto 3a foi submetido a separagdo de fases,
que consistiu na separacdo da fase aquosa da fase orgénica. A mistura reacional foi

transferida do baldo para um funil de separacdo e foram adicionados 25 mL de solugéao
supersaturada de NH,CI. A fase orgénica foi separada com acetato de etila (3 x 25 mL).
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Posteriormente a separacéo, foi adicionado sulfato de sédio 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 presséo reduzida para obtencéo 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 movel. Os solventes utilizados na purificagédo foram destilados conforme
a metodologia de Armarego e Perrin (1996).

2.2 Caracterizacao

O composto 3a foi caracterizado pelas técnicas espectroscopicas usuais de
Ressonancia Magnética de Proton e Carbono (RMN 'H e RMN '®C). A caracterizagdo foi
realizada na Central Analitica da Universidade Federal de Pernambuco — Recife/PE, em
um espectrémetro models Unitty Plus (400 MHz e 300 MHz) utilizando trimetilsilano (TMS)
como padréo interno e cloroférmio deuterado (CDCI,) como solvente.

2.3 Bioensaios toxicolégicos com Artemia salina Leach

A partir da interpretacdo dos dados da caracterizagdo e respectiva confirmacgéo
da estrutura do composto 3a, realizou-se o ensaio biolégico do mesmo frente a Artemia
salina Leach baseado no estudo de Meyer e colaboradores (1982). Para o composto 3a,
utilizou-se 20 mg e foi adicionado 50 pL de dimetilsufoxido (DMSO). Posteriormente, a
solucéo foi homogeneizada e o volume completado para 20 mL com agua salinizada filtrada
(preparada a partir de 38 g de sal marinho Marinex® em 1 L de agua destilada) em pH =
8,0. Desta solugéo serdo retiradas aliquotas de 125, 250, 500, 750, 1000, 1125 1250 e
1875 L e transferidas para tubos de ensaios de 5 mL e os volumes completados com o
mesmo solvente, obtendo-se as concentragbes de 50, 100, 200, 300, 400, 450, 500 e 750
pg/mL para a solugcdo da amostra. O teste foi acompanhado por controle positivo, com
dicromato de potassio (K,Cr,0,) e controle negativo com agua salinizada e DMSO. Os
cistos da Artemia salina (20 mg) foram incubados sob iluminagéo artificial por 48 horas
para que houvesse a ecloséo das larvas e estas foram separadas em dez grupos com
10 artémias cada. O primeiro e 0 segundo grupo receberam a solugéo controle positivo
e controle negativo e as oito seguintes receberam a solugdo aquosa do composto em
diferentes concentragdes. As amostras ficaram submetidas a iluminagéo artificial durante
24 horas. Ap6s este periodo, contabilizou-se as larvas vivas e mortas. O experimento foi
realizado em triplicata para cada substancia-teste.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o inicio da reacgéo, foi analisado o tempo em que cada substrato levou para
completar a reagdo com o bromoacetato de etila. Esta etapa teve auxilio da CCD para
verificar o fim da reacdo. Ap6s o término, o produto passa pelo processo de purificagéo e
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posteriormente € pesado, para que possa ser obtido o rendimento de reacional. Os valores
obtidos de tempo e rendimento sdo mostrados na Tabela 01.

SUBSTRATO T(EM"’I':)O REND'('lfo')ENTOS ESTADO FiSICO
0
O\)J\O/\
150 min 64,32% Oleoso
OH
(@]

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

Fonte: Proprios autores, 2020.

A modificagdo na estrutura do &cido salicilico pode ser benéfica, como o € o caso
da acetilagdo do mesmo. De acordo com Antunes e colaboradores (2016), o AAS causa
menos efeitos colaterais em relacdo ao seu precursor, que ocasiona irritagdo na mucosa
gastrica. Além do mais, no estudo mostra que a Aspirina® é eficaz na reducdo de eventos
cardiovasculares e na mortalidade cardiovascular.

Cabe ressaltar que a adicdo de um grupo alquil foi planejada de modo a atenuar a
toxicidade do composto, uma vez que na literatura, ha histérico de farmacos que possuem
uma porgéo éster, como por exemplo o &cido acetilsalicilico (AAS), que quando comparado
ao acido salicilico, seu precursor que ndo possui a fungéo éster, € menos toxico e menos
irritante (COSTA, 2019).

As figuras 1 e 2 mostram os espectros de RMN de 'H e *C do composto 3a, obtido
na forma de um ¢éleo e rendimento de 64,32%, com RMN 'H (300 MHz, CDCI,) & 1,31 (t, J
= 6,9 Hz, 3H), 4,27. (q, J = 6,9 Hz 2H), 4,86 (s, 2H), 6,88-7,01 (m, 2H), 7,45-7,51 (m, 1H),
7,94 (dd, J = 8,4 Hz e 1,2 Hz, 1H); RMN ™C (75 MHz, CDCl,) & 39,8, 55,8, 111,1, 114,2,
115,4,121,1, 131,9, 137,8, 143,9, 146,4.
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Figura 01: Espectro de RMN 1H do composto 3a.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 02: Espectro de RMN 'C do composto 3a.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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A avaliagdo da toxicidade do composto 3a foi testado frente a larva de A. salina
Leach, no qual o valor da taxa de mortalidade das solu¢cdes contendo este composto
variou entre 0 e 100 %, planejando determinar a concentracéo letal para matar metade
da populagéo de larvas (CL50), conforme a Tabela 2. Deste modo, a CL50 foi encontrada
através do software POLO-PC, com 95% de confianga. Portanto, de acordo com Merino
e colaboradores (2015), as amostras com valores de CL50 inferiores a 100 pg/mL séo
considerados altamente toxicas, valores entre 100 e 500 pg/mL sdo moderadamente
toxicas, entre 500 e 1000 pg/mL séo levemente tdxicas e acima de 1000 pg/mL possuem

baixa toxicidade.

Compostos CL,, (ng/mL)
(0]
O\)ko/\
OH 186
(0]

Tabela 02: Valores de CL,, dos compostos.

Fonte: Préprios autores, 2020.

Segundo estudo realizado por Lima, em 2019, o qual buscou a CL,; da Aspirina®,
encontrou como valor aproximado de concentragdo letal 120 pug/mL, revelando que o AAS
€ moderadamente toxico. O composto 3a obteve uma CL,, de 186 ug/mL, sendo também
moderadamente tdxico, porém demostrando ser menos téxico que o AAS.

41 CONCLUSOES

A reacéo de alquilagéo do acido salicilicofoi rapida e apresentou bom rendimento.
Além disso, a adicdo do grupamento alquil, foi planejada, de modo a diminuir a toxicidade
do éacido salicilico. A caracterizagdo do composto 3a por RMN de 1H e 13C, indica que a
reacao levou a formacéao deste composto.

Os resultados do teste de toxicidade frente as larvas de A. salina, revelou-se que
0 composto 3a € menos toxico comparado ao &cido acetilsalicilico. Essas informacgbes
revelam a importadncia de mais estudos que visem dar continuidade a descoberta dos
potenciais terapéutico que esta molécula e seus derivados possam expressar, se tornando

potenciais candidatos a farmacos.
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