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APRESENTACAO

A bioética é considerada como um novo territério do conhecimento, inicialmente
seu foco de preocupacao foi direcionado preferencialmente para os campos da relacao
profissional-paciente e pesquisa. Com o passar dos anos, esse horizonte de atuagao
foi gradualmente ampliado, alcancou uma relacéo consistente com as areas social e
sanitaria.

A velocidade das descobertas, de certa forma, ‘roubou’ das sociedades humanas
contemporaneas o tempo necessario e indispensavel para o amadurecimento moral das
respostas frente as ‘novidades’. Portanto, a bioética surge como um novo instrumento
metodoldgico com o objetivo de proporcionar reflexdes e respostas possiveis diante
desses dilemas.

Os conflitos gerados entre a evolugdo do mundo, o progresso tecnolédgico e os
direitos humanos estao cada vez mais frequentes. A discussao bioética pode contribuir
na procura por respostas equilibradas frente aos conflitos atuais e aos das proximas
décadas, isso requer abordagens pluralistas e transdisciplinares a partir da realidade
concreta.

A bioética brasileira apresentou desenvolvimento tardio, porém passou a ser
incorporada objetivamente na construcao sanitarias no pais e no préprio funcionamento
do Sistema Unico de Saude (SUS). De acordo com esse contexto e objetivando a
melhor sistematizacdo e compreensdo da bioética, nesse volume serédo abordas
questdes relacionadas ao desenvolvimento tecnoldgico e cientifico e aos processos
evolutivos e sociais.

Elisa Miranda Costa
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MODIFICACAO ESTRUTURAL NO EUGENOL:
siNTESE, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE
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RESUMO: O 6leo do cravo-da-india é muito
utiizado como agente antiespasmaodico,
antibacteriano e antiparasitario. Este, possui
como componente majoritario o eugenol (4-alil-
2-metoxifenol), um composto organico volatil
com formula molecular C, H,,O, O eugenol
€ muito utilizado na odontologia, devido atuar
como antisséptico bucal, além de ser utilizado
como anestésico, antifungico, dentre outras
aplicagdes. Com base nestas propriedades do
eugenol, o trabalho apresentou como objetivo
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sintetizar o 2-(4-alil-2-metoxifenoxi) acetato
de etila a partir do eugenol, e avaliar a sua
toxicidade frente a larvas de Artemia salina
Leach. O composto 2-(4-alil-2-metoxifenoxi)
acetato de etila foi sintetizado a partir da reacao
de alquilacdo do eugenol com bromoacetato
de etila, posteriormente foi
caracterizado por Ressonadncia Magnética
Nuclear de Hidrogénio e de Carbono (RMN 'H
e RMN *°C), enquanto que a CL, das artémias
foi determinada através do software POLO-
PC. Como resultado, o 2-(4-alil-2-metoxifenoxi)
acetato de etila foi obtido em bom rendimento,

purificado,

na forma de um Oleo parcialmente turvo,
caracterizado e a CL,, com 95% de confianga,
foi de 290,774 ug/mL, considerada tdxica .
Assim, €& evidente o potencial bioldégico do
eugenol e que modificacbes em sua estrutura
podem otimizar essas atividades, de forma a
melhorar as interagcbes com determinado alvo
biolégico, bem como contribuir na busca de um
novo candidato a farmaco.
PALAVRAS-CHAVE: Produto natural, Quimica
sintética, Toxicidade.

ABSTRACT: Clove oil is widely used as an
antispasmodic, antibacterial and antiparasitic
agent. It has as its main component eugenol
(4-allyl-2-methoxyphenol), a volatile organic
compound with molecular formula C10H1202.
Eugenol is widely used in dentistry because it
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acts as an antiseptic in the mouth and is used as an anesthetic, antifungal, among
other applications. Based on these properties of eugenol, the objective of this
work was to synthesize ethyl 2- (4-allyl-2-methoxyphenoxy) acetate from eugenol
and to evaluate its toxicity to Artemia saline Leach larvae. The ethyl 2- (4-allyl-2-
methoxyphenoxy) acetate compound was synthesized from the alkylation reaction of
eugenol with ethyl bromoacetate, after which it was purified, characterized by Nuclear
Magnetic Resonance of Hydrogen and Carbon (1 H NMR and NMR 13C), while the LC
50 of the artemia was determined using the POLO-PC software. As a result, ethyl 2-
(4-allyl-2-methoxyphenoxy) acetate was obtained in good yield as a partially cloudy oil,
characterized and the LC50 with 95% confidence was 290.774 pg / mL, toxic. Thus, the
biological potential of eugenol is evident and modifications in its structure can optimize
these activities in order to improve interactions with a specific biological target, as well
as contribute to the search for a new drug candidate.

KEYWORDS: Natural product, Synthetic chemistry, Toxicity.

11 INTRODUCAO

A Artemia salina, € um pequeno crustaceo zooplancténico encontrado em agua
salgada, ou seja, nos ambientes marinhos. Este é utilizado na alimentacéo de peixes
aquarianos, uma vez que possui uma grande distribuicdo geografica e uma alta
adaptabilidade (ATES et al., 2016; RAJABI et al., 2015). Os cistos da A. salina podem
ser adquiridos no comércio por um preco acessivel, e podem se manter viaveis por
anos quando bem armazenados (POMPILHO, MARCONDES & OLIVEIRA, 2014).

O bioensaio envolvendo a Artemia salina é considerado um método simples,
reprodutivel, de facil manuseio e baixo custo (RAJABI et al., 2015). Neste bioensaio
nao é necessario a utilizacdo de equipamentos especiais, além de estar amparado
na validacdo estatistica garantindo a confiabilidade do método. Portanto, atende
as principais necessidades rotineiras de triagem de toxicidade, requeridos pelo
monitoramento industrial ou para fins regulatérios (RAJABI et al., 2015).

Outra vantagem deste bioensaio com A. salina é devido o mesmo substituir os
experimentos cientificos empregado ratos e camundongos, além de ser um método
sensivel a substancias toxicas (RAJABI et al., 2015). Este bioensaio é amplamente
utilizado, a citar: na avaliacdo da atividade citotéxica (CHOHAN et al., 2010), larvicida
(LUNA et al., 2005), fototoxicidade (OJALA et al., 1999), fungicida (NINO; CORREA;
MOSQUERA, 2006), antioxidante (SARAIVAet al.,2011) e anticonvulsivante (BAGHERI
et al., 2010).

Adicionalmente, os bioensaios de letalidade frente a A. salina, utilizam como

indicador de toxicidade a CL_,, ou seja, a concentracdo necessaria para matar 50%

50’
dos individuos, considerado parametro de avaliagdo da acao biologica. Amostras com
valores de CL,, inferiores a 100 pyg/mL s&o considerados altamente toxicas, valores

entre 100 e 500 pyg/mL s&o moderadamente toxicas, entre 500 e 1000 pyg/mL séo
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levemente toxicas e acima de 1000 pg/mL possuem baixa toxicidade (MERINO et al.,
2015).

O bioensaio envolvendo a A. salina € bastante utilizado também como indicador
de toxicidade aguda, se tornando essencial para estudos de substancias que possam
indicar uma possivel atividade bioldégica, como em extratos e fragcdes advindos de
produtos naturais, sendo constantemente aplicado na verificagéo da seguranca do uso
de plantas na medicina popular, facilitando o direcionamento de estudos na descoberta
de novos farmacos (POMPILHO; MARCONDES & OLIVEIRA, 2014). Dentre os
produtos naturais com uso mais frequente na medicina popular merece destaque o
Eugenol, que por muito tempo foi utilizado pela populagéo no tratamento de ferimentos
e alivio de dores.

No ambito cientifico o eugenol (4-alil-2-metoxifenol) € um composto orgéanico
volatil do tipo fenilpropanéide com formula molecular C, H,,O,, possui massa molecular
164,2 g mol’, dissolve-se em solventes organicos e é um acido de Lewis fraco. Em
temperatura ambiente (30°C) o eugenol é encontrado na forma de um 6leo amarelado
extraido principalmente do 6leo essencial de cravo-da-india (Eugenia caryophyllata),
noz-moscada, canela, manjericao e louro, sendo 0 componente majoritario (70 a 80%)
da extracao do Oleo do cravo-da-india onde, o odor agradavel do mesmo, deriva do
eugenol (MOHAMMADI NEJAD; OZGUNES; BASARAN, 2016; MARCHESE et al,
2017).

O dbleo do cravo-da-india tem sido usado na medicina tradicional chinesa a
mais de 2000 anos, para diversos fins como, por exemplo, agente antiespasmédico,
antibacteriano e antiparasitario (KAMATOU; VILJOEN, 2012). Estudos sobre o 6leo
de Eugenia caryophyllata ressaltam as atividades farmacolégicas dessa planta,
tais como agbes anestésicas e analgésicas, sendo relatado também atividades do
tipo antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria, anticonvulsivante, antitumoral,
antimutagénica, repelente, entre outras (ZHENG; LAM, 1992; HARBORNE; BAXTER,
1993; MIYAZAWA; HISAMA, 2001; OGENDO et al., 2008). Adicionalmente, o eugenol
também é muito utilizado para fins ortoddnticos, como antisséptico na higiene bucal,
devido ao seu efeito bactericida (KAPLAN et al., 1999).

Diante do exposto fica evidente o potencial biol6gico do eugenol e modificacoes
em sua estrutura podem acentuar essas atividades, de forma a melhorar as interacoes
com determinado alvo biolégico, bem como contribuir na busca de um novo candidato
afarmaco. Em vista disso, o presente estudo tem por objetivo realizar uma modificagéo
estrutural no eugenol, caracterizar o composto 2-(4-alil-2-metoxifenoxi) acetato de etila
e verificar sua toxicidade frente a Artemia salina Leach.
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1. Equipamentos e analise dos dados

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas em um
espectrometro VARIAN® modelo Unity Plus-300 utilizando como solvente o cloroférmio
deuterado (CDCL,). Este espectrometro foi calibrado usando tetrametilsilano (0,00
ppm) como referéncia interna para os ndcleos de 'H e '*C, e todas as constantes de
acoplamento (J) foram descritas em hertz (Hz). A chapa de agitacdo com aquecimento
e a manta aquecedora foram da marca Fisaton modelo 754A e 102E, respectivamente.
O solvente foi removido utilizando um evaporador rotativo da Blchi Rotavapor modelo
R-114 conectado a uma bomba de vacuo modelo KNF Neuberger, e 0 solvente
remanescente foi removido utilizando uma bomba de alto vacuo da Edwards modelo
RV3. As estruturas dos compostos foram geradas através do software ChemBioUltra®
versao 12.0.

2.2. Materiais, solventes e reagentes

O monitoramento da reacéo foi realizado através da cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando placas de silica-gel contendo indicador fluorescente F,,
da Merck. Para visualizagdo das placas, as mesmas foram colocadas em solugcéo
basica de permanganato. A purificacédo foi realizada através da cromatografia liquida
em coluna utilizando silica-gel 60 (70-230 mesh) como fase estacionaria e sistemas
hexano:acetato de etila como fase moével numa coluna de vidro em diferentes
proporcdes. Os solventes comerciais foram purificados de acordo com os protocolos
descritos por Perrin e Amarego (1996). O hexano e o acetato de etila foram destilados
com coluna de vigreaux. O reagente bromoacetato de etila foi adquirido da empresa
Sigma Aldrich.

2.3. Alquilacao do Eugenol

A primeira etapa do estudo foi realizada no laboratério de Sintese Organica do
Centro de Educacéo e Saude da Universidade Federal de Campina Grande — Cuité/
PB e constituiu-se na adicdo de uma fungao éster no oxigénio do grupo hidroxila,
conectado na posicéo orto em relacdo ao grupamento metoxi no anel aromatico
do eugenol, através de uma reacédo de alquilacdo com bromoacetato de etila para
obtenc&o do composto 1a (Esquema 1).
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Esquema 01. Reacéo de alquilagdo do 4-allyl-2-methoxyphenol.

Fonte: Préprio autor.

A alquilagao do eugenol foi baseada no protocolo reacional descrito por Spurg e
Waldvogel (2007), com algumas modificacdes, onde em um balédo de fundo redondo de
125 mL foram adicionados o eugenol (4,65 mL; 30 mmol), carbonato de potéassio (6,22g;
45 mmol) e N,N-dimetilformamida (80 mL). Logo ap6s foi adicionado bromoacetato de
etilo (3,70 mL; 33,3 mmol) e a mistura reacional foi agitada durante 18 h a temperatura
ambiente. Depois foi adicionado H,0 (100 mL) e ao sistema bifasico formado foi
adicionado acetato de etila (2 x 130 mL). As fases organicas foram combinadas e
lavadas com H,O (3 x 65 mL) e solugéo saturada de NaCl (2 x 30 mL), depois seca
com sulfato de magnésio anidro e concentrada sob pressao reduzida. A purificagéo do
composto foi realizada por cromatografia liquida em coluna de vidro, utilizando silica-
gel (70-230 mesh) como fase estacionaria e sistemas hexano:acetato de etila como
fase moével em diferentes proporcoes.

2.4. Caracterizacao

O 2-(4-alil-2-metoxifenoxi) acetato de etila foi caracterizado por espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono (RMN 'H e RMN
13C) utilizando um equipamento modelo Unitty Plus (400 MHz para o nucleo de
hidrogénio e 100 MHz para o nucleo de carbono). O trimetilsilano (TMS) foi utilizado
como padré&o interno e cloroformio deuterado (CDCI,) como solvente. Essas analises
foram realizadas na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da
Universidade Federal de Pernambuco

2.5. Toxicidade Frente a Larvas de Artemia salina Leach

Uma vez obtido e caracterizado o 2-(4-alil-2-metoxifenoxi) acetato de etila foi
realizado, na Universidade Federal de Campina Grande, o ensaio toxicolégico com
Artemia salina Leach, através do protocolo descrito por Meyer e colaboradores
(1982). Foram utilizados 40 mg da amostra com a adi¢cdo de 50 uL de dimetilsuféxido.
Posteriormente, a solucéo foi homogeneizada e o volume completado para 20 mL com
agua salinizada filtrada (agua salina artificial preparada a partir de 38 g de sal marinho
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Marinex® em 1 L de agua destilada) em pH = 8,0. Desta solucdo foram retiradas
aliquotas de 125, 250, 500, 750, 1000, 1125, 1250 e 1875 uL que foram transferidas
para outros balbes volumétricos de 5 mL e os volumes completados com o mesmo
solvente, obtendo-se concentragdes de 50, 100, 200, 300, 400, 450, 500 e 750 pg/mL
para a solucéo da amostra.

O teste foi acompanhado por controle positivo, onde utilizou-se o dicromato
de potassio (K,Cr,0.) e controle negativo utilizando apenas agua marinha artificial e
dimetilsulféxido. Os cistos da Artemia salina (20 mg) foram incubados sob iluminagéao
artificial por 48 horas para eclosao das larvas (metanauplios), e estas foram separadas
e transferidas para dez tubos de ensaio com dez 10 artémias cada.

O primeiro e 0 segundo grupo receberam a solugao controle positivo (solvente
e dicromato de potassio) e controle negativo (solvente e dimetilsulféxido) e as oito
seguintes receberam a solu¢éo aquosa do composto em diferentes concentragdes. As
amostras foram submetidas a iluminacgao artificial durante 24 horas. Apos este periodo,
foram contabilizadas as larvas baseando-se na mortalidade ou perda de mobilidade
dos organismos. O experimento foi realizado em triplicata para cada concentracéo.

2.6. Analise Estatistica

Para obtencao dos valores da concentracao letal para matar 50% das larvas
(CL,,), foi utilizada a anélise através do software POLO-PC.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto 2-(4-alil-2-metoxifenoxi) acetato de etila (1a), foi obtido na forma de
um Oleo parcialmente turvo com rendimento de 60%. Os dados espectroscdpicos de
RMN "H e RMN '3C corroboram com os valores encontrados na literatura (LABARRIOS
et al., 1999). Analisando o espectro de RMN 'H (CDCI,, 400 MHz) do composto
sintetizado foi constatado os seguintes deslocamentos quimicos: & 6,80 — 6,67 (m,
3H, ArH), 6,02 - 5,88 (m, 1H, ArCH,CH=), 5,12 - 5,05 (m, 2H, ArCH,CH=CH,), 4,65 (s,
2H, OCH,), 4,26 (q, J = 6,0 Hz, 2H, CO,CH,), 3,87 (s, 3H, OCH,), 3,34 (d, J = 9,0 Hz,
2H, ArCH,), 1,29 (t, J = 6,0 Hz, 3H, CO,CH,CH,). Enquanto que a analise do espectro
de RMN ®C (CDCl,, 100 MHz) do composto sintetizado, os deslocamentos quimicos
foram: & 14,1 (C-11), 39,8 (C-12), 55,8 (C-7), 61,1 (C-10), 66,8 (C-8), 112,5 (C-3),
114,6 (C-6), 115,7 (C-14), 120,3 (C-5), 134,4 (C-4), 137,4 (C-13), 145,6 (C-1), 149,6
(C-2), 169,1 (C-9). As Figuras 01 e 02 mostram a representacédo dos espectros de 'H
e RMN '3C respectivamente.
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Figura 01. Espectro de RMN 1H do composto 1a.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 02. Espectro de RMN '*C do composto 1a.

Fonte: Préprio autor.

Vale destacar que a adicao do grupamento alquilico foi planejada de modo que
a toxicidade do eugenol fosse atenuada, uma vez que na literatura, ha historico de
farmacos que possuem uma porcao éster, como por exemplo o acido acetilsalicilico
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(AAS), que quando comparado ao acido salicilico, seu precursor que nao possui a
funcéo éster, € menos tdéxico e menos irritante (JEFFREYS, 2008).

A avaliagéo da toxicidade do composto foi realizada frente ao microcrustaceo
Artemia salina Leach, no qual o valor da taxa de mortalidade da solugao variou entre
0 e 100%, visando determinar a concentragéo letal para matar 50% das larvas (CL,)
conforme descrito na Tabela 1. Deste modo, a CL, encontrada através do software
POLO-PC, com 95% de confianca, foi de 290,774 pug/mL com intervalo de confianca
nos limites 239,404 a 340,749 ug/mL. De acordo com Merino e colaboradores (2015),
o valor da CL, igual a 290,774 ug/mL implica que 0 mesmo apresenta uma toxicidade
moderada. Rabelo (2010) encontrou para o eugenol uma CL_ igual a 18,53 ug/
mL, tal resultado, confirma que a introducdo do grupamento alquilico no 2-(4-alil-2-
metoxifenoxi) acetato de etila atenuou a toxicidade do eugenol, corroborando com
0 esperado. Assim, este resultado servird como motivacao para futuros estudos de
atividade bioldgica ou farmacologica e em modificacées na sua estrutura, de forma a
melhorar seu potencial terapéutico e entdo contribuir na busca de um novo candidato

a farmaco.
Experimento Composto CL,, (ug/mL)
o O
~ 2
1 \ P Et 290,774
1a
OH
\_ 7/
2 \ 18,532
/

3Valor descrito por Rabelo (2010).

Tabela 1 — Resultado do teste de toxicidade frente a Artemia salina.

Fonte: Préprio autor.

41 CONCLUSAO

O 2-(4-alil-2-metoxifenoxi) acetato de etila foi obtido naforma de um 6leo amarelado
com rendimento de 60%, utilizando o protocolo modificado de Spurg e Waldvogel.
Este composto sintetizado foi caracterizado por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e de Carbono e os dados obtidos estédo de acordo com os descritos na
literatura. Os resultados do teste de toxicidade frente a Artemia salina do 2-(4-alil-
2-metoxifenoxi) acetato de etila (1a) indicou que este composto foi moderadamente
toxico, com uma CL, igual a 290,774 ug/mL. Este valor de CL_, confirma que a adigao
do grupamento alquilico no eugenol, atenuou a sua toxicidade frente a larvas de Artemia
salina Leach, além de fornecer subsidios para novos estudos visando a modificacéo
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estrutural do eugenol a fim de obter um composto mais eficiente e menos toxico.
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