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RESUMO

O eugenol € um fenilpropandide natural presente nos 6leos essenciais de algumas espécies
vegetais, como o cravo da India (Syzygium aromaticum) e canela brava (Croton
zenhtneri). Muitos autores tém relatado diferentes atividades biol6gicas para o eugenol,
anélogos e derivados, como agdo antimicrobiana, antineoplésica, anti-inflamatoria e
antiparasitaria. Recentemente, nosso grupo de pesquisa descobriu um derivado 1,2,3-
triazolico do diidroeugenol potencialmente ativo contra Micrococcus luteus (ensaios in
vitro) e Trypanosoma cruzi (ensaios in vitro e in vivo). Em vista do potencial
antimicrobiano e tripanocida desta substancia, aliado & necessidade de desenvolvimento
de novos candidatos a farmacos Uteis para o tratamento de infecgdes bacterianas e para o
tratamento da doencga de Chagas, neste trabalho foram sintetizados 8 derivados a,p-
insaturados do eugenol (e analogos) a partir de reagdes de condensacao alddlica entre
duas cetonas e quatro aldeidos, sendo destes 4 produtos inéditos. Além de serem
potencialmente ativos devido a semelhanca estrutural com o prot6tipo descrito, também
ha relatos na literatura de derivados a,B-insaturados ativos contra T. cruzi, o que justifica
ainda mais o padrdo proposto neste trabalho. As substancias foram obtidas com
rendimentos variando entre 28-94% e com massa suficiente para caracterizacdo e
avaliacBes biologicas. Os derivados foram quimicamente caracterizados por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H e 3C. A avaliacdo da atividade
antimicrobiana e tripanocida das substancias encontra-se em fase final de execucdo. Os
produtos finais obtidos foram avaliados quanto a citotoxicidade frente a linhagem de
células de fibroblastos de pulmdo humano (MRC-5) e linhagens de células tumorais
HeLa, T24 e TOV-21G, referentes a cancer de colo do Utero, bexiga e ovario,
respectivamente. Os derivados 7, 14 e 10 apresentaram resultados interessantes frente as
linhagens de células HeLa (ICso= 7,07 uM; ICso= 8,85 UM e ICso= 2,04 pM,
respectivamente) e T24 (ICso= 11,66 UM; ICso= 17,74 uM e ICso= 2,29 uM,
respectivamente). Para a linhagem TOV-21G, os derivados 14 e 10 apresentaram ICso=
4,71 uM e 2,74 uM, respectivamente. Todos derivados testados foram citotoxicos para as
células normais (MRC-5), sendo que o derivado 12 apresentou o menor valor de I1Csg
(105,99 uM), sendo menos citotdxico. Os indices de seletividade variaram de 0,22 a
10,12, o que faz tais substancias potenciais prot6tipos para pesquisas futuras que visem a
descoberta de novos candidatos a farmacos antineoplésicos.

Palavras-chave: eugenol; diidroeugenol; atividades bioldgicas; condensacéo aldélica
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1. INTRODUCAO

A doenga de Chagas (Tripanossomiase Americana) é uma doenca causada pelo
parasito Trypanosoma cruzi e transmitida aos humanos através da picada de insetos
triatomineos infectados, e posterior defecacdo dos mesmos no local da ferida. Essa doenca
ainda é considerada negligenciada, mesmo apds 100 anos de sua descoberta, e afeta mais
de 8 milhGes de pessoas, principalmente na América Latina. A resisténcia natural aos dois
derivados nitroheterociclicos (Benznidazol e Nifurtimox), disponiveis para o tratamento
da doenca, aliado ao fato desses farmacos serem efetivos apenas na fase aguda da doenca,
representam um fator importante na explicacdo das baixas taxas de cura detectadas em
pacientes chagéasicos (YOUNG et al., 2000).

Por outro lado, considerando as infeccGes microbianas, a resisténcia dos micro-
organismos aos antibidticos disponiveis tem sido cada vez mais problematica para a saude
humana. Grande parte dos antimicrobianos utilizados na atualidade foi descoberta ha mais
de 70 anos, sendo que as versdes mais recentes foram geradas por modifica¢cdes quimicas
baseadas nesses compostos, visando contornar a resisténcia bacteriana, melhorando assim
sua efetividade (SOUZA et al. 2015a).

De acordo com SOUZA e colaboradores (2015a), 0 agente antimicrobiano ideal
deve exibir uma alta atividade biol6gica, baixa capacidade de induzir a resisténcia destes
micro-organismos, amplo espectro de acdo e baixa toxicidade. Entretanto, atualmente,
ndo se encontram farmacos que preencham todos estes requisitos, sendo extremamente
necessaria a busca por novos compostos potencialmente ativos contra agentes

microbianos.

Diante disso, o eugenol, um dos principais componentes do cravo da india
(YADAV et al. 2015), além de seus analogos tém sido utilizados como protétipos para a

sintese de derivados e posterior avaliagdo biologica por diversos grupos de pesquisa.

O eugenol e seus analogos, como o diidroeugenol e isoeugenol (Figura 1) foram
recentemente utilizados como protdtipos pelo nosso grupo de pesquisas, que descobriu
um derivado 1,2,3-triazolico do diidroeugenol (Figura 1), potencialmente bacteriostatico
e bactericida (ICso: 10,6 uM e ICgo: 21,2 uM) contra Micrococcus luteus, em ensaios in
vitro (resultados ainda ndo divulgados). Embora essa espécie ndo seja considerada

patogénica para humanos, M. luteus pode atuar como uma agente infeccioso oportunista,



ja que varios casos de oObitos decorrentes por endocardite associada com M. luteus tém

sido reportados recentemente.
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Figura 1: Estruturas quimicas do eugenol (1), diidroeugenol (I1), isoeugenol (I11) e do derivado 1,2,3-
triazolico do diidroeugenol (1V), potencialmente antimicrobiano e tripanocida. Fonte: da autora.

Adicionalmente, este mesmo derivado apresentou interessante atividade contra
formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. (ICso: 42,8 uM) em ensaios in vitro. Ao ser
avaliado in vivo, o composto IV reduziu mais de 50% da parasitemia em ratos infectados
com formas tripomastigotas de T. cruzi quando tratados oralmente com 100 mg/Kg deste
composto (SOUZA et al., 2019).

Em vista do potencial antimicrobiano e tripanocida observado para o derivado
triazolico do diidroeugenol, aliado a necessidade de desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos Uteis para o tratamento de infec¢Ges bacterianas, assim como para
o tratamento da Doenca de Chagas, neste trabalho é proposta a sintese e avaliacdo
biolégica de novos derivados cetdnicos a,B-insaturados do eugenol (e analogos
fenilpropandides), contendo um padréo estrutural semelhante ao prot6tipo acima citado
descoberto por nosso grupo de pesquisa. Além de serem potencialmente ativos por serem
semelhantes ao prototipo, também ha relatos na literatura de derivados a,f-insaturados
ativos contra T. cruzi (BRAGA et al., 2014), o que justifica ainda mais o padrdo estrutural
proposto neste trabalho (Figura 2). Espera-se, com isso, a descoberta de novas substancias
mais potentes, menos toxicas, com um maior espectro de acdo antimicrobiano, e que ainda

possam ser ativas contra as diferentes formas evolutivas do T. cruzi.

OH O OH

Figura 2: Padrdo estrutural proposto neste trabalho. Fonte: da autora.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (tripanossomiase americana) é uma parasitose amplamente
distribuida no continente americano, e apesar de ter sido descoberta apenas em 1909 por
Carlos Chagas, os vetores que transmitem o parasito da doenca ja existiam ha quase 10
milhdes de anos (WHO, 2019).

O Trypanosoma cruzi, protozoario responsavel pela parasitose, vivia restrito a
situacdo silvestre, circulando entre animais selvagens, mamiferos e em ambiente natural
através de vetores ou até mesmo por via oral, com ingestdo destes e/ou de animais
infectados com o parasito. Com o passar das décadas, a agdo antropica, 0 aumento das
atividades agricolas, domesticacdo e criacdo de animais fizeram com que o homem fosse
incluso no ciclo biolégico do parasito, disseminando assim a infeccdo ao homem
(VINHARES, 2000; WHO, 2019).

Segundo VINHARES (2000), a urbanizacdo progressiva da populacdo rural
transformou a doenca de Chagas em um problema grave de saude publica,
proporcionando vias secundarias de transmissdo devido ao aumento dos casos de
infeccdo, como transfusdo sanguinea, transmissdo congénita e coinfeccdes virais, como
T. cruzi-HIV. Estima-se que cerca de 8 milhGes de pessoas no mundo, sobretudo na
América Latina e populacdes residentes em condicBes precarias, sdo ou foram atingidas

por essa endemia.

O mapa da Figura 3 mostra a distribuicdo de casos de infec¢des por Trypanosoma
cruzi baseados em transmissdo vetorial no mundo, evidenciando que até 2009, a grande
maioria dos casos da doenca concentraram-se na América Latina, sobretudo no Brasil,
Argentina e no sul da América do Norte (WHO, 2009).

O género Triatoma spp. é pertencente a subfamilia Triatominae e corresponde a
insetos popularmente conhecidos como “barbeiros”, cujo principal representante e vetor
de transmissé@o do parasito da doenca de Chagas na Ameérica do Sul é a espécie Triatoma
infestans (Figura 3). Estes possuem habitos noturnos e estdo aptos a viver proximos ao
domicilio e/ou peri-domicilio humano e, como sdo hemat6fagos obrigatorios, raramente

migram para outros locais.



Distribuicdo dos casos de infecgdo por Trypanosoma cruzi, baseadas em estimativas oficiais e
status de transmissao do vetor em todo o mundo, 2006-2009
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Figura 3: Distribuicdo de casos de infec¢do por Trypanosoma cruzi no mundo. Fonte: WHO, 2010,
adaptacédo da autora.

A familia Trypanosomatidae reune nove diferentes géneros e diferentes
hospedeiros, entretanto, os géneros Trypanosoma e Leishmania sdo os representantes com
importancia clinica. Estes sdo parasitos heterdxenos de vertebrados sendo transmitidos
por insetos hematdfagos estritos, e apresentam uma alternancia de formas celulares em
seus ciclos biologicos devido a diferenciacdo celular, evidente principalmente na

transicdo entre os hospedeiros invertebrado e vertebrado.

A transmissdo do parasito ao hospedeiro vertebrado se da a partir da picada do
inseto triatomineo e posterior defecacdo no local da ferida, possibilitando o contato do
parasito com os tecidos do hospedeiro. A Figura 4 ilustra o ciclo bioldgico do
Trypanosoma cruzi que, ao ser liberado nas fezes do inseto na forma tripomastigota
metaciclica, entra em contato com a corrente sanguinea do humano (A) e se distribui entre
os tecidos, sobretudo coracdo, pulméo e intestino, diferenciando-se na forma amastigota.
Em B, ocorre a multiplicacdo das formas amastigotas por fissdo binaria nos tecidos e,
posteriormente, diferenciam-se em tripomastigotas, que sdo liberados na corrente

sanguinea (C).

Ao picar o hospedeiro, o triatominio ingere o sangue com a forma tripomastigota
do parasito e estes se diferenciam em epimastigotas no intestino medio do inseto (D e E,
respectivamente), que se multiplicam por fissdo binaria (F) e se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos (G), sendo liberados novamente nas fezes do hospedeiro

invertebrado e dando inicio a um novo ciclo.



Figura 4: Ciclo biol6gico do parasito. Fonte: da autora.

A fase aguda da doenca pode ser sintomatica, com ocorréncia principalmente na
infancia e levando a morte em cerca de 10% dos casos, ou assintomatica. Os sinais
classicos da fase aguda ocorrem através de manifestacdes locais, como sinal de Romafa
e chagoma de inoculacdo, resultantes da penetracdo do T. cruzi na conjuntiva e na pele,
respectivamente. A fase crbnica também apresenta uma forma assintomatica

(indeterminada) e uma forma sintomatica.

A fase indeterminada caracteriza-se pelo periodo em que os sobreviventes a fase
aguda passam por um longo tempo (10-30 anos — assintomaticos), onde 0s exames
soroldgicos e/ou parasitoldgicos confirmam a positividade para a doenga, mas 0s sinais e
sintomas estdo ausentes. Apds permanecerem assintomaticos, 0s pacientes chagasicos
podem apresentar sintomatologias relacionadas com o sistema cardiaco e digestivo,
caracterizando a fase cronica sintomatica da doenca. Nesta, observam-se aumento do
processo inflamatorio e danos nestes 6rgéos, podendo culminar em cardiomiopatias e
hepatopatias graves, ou até mesmo em Obito. Cabe ressaltar que nem sempre esses danos
estdo relacionados a presenca do parasito, visto que nessa fase 0 mesmo encontra-se

escasso no organismo do paciente.

Atualmente, apenas dois farmacos estdo disponiveis clinicamente para o

tratamento da doenca de Chagas, Benznidazol (V, figura 5) e Nifurtimox (V1, figura 5),



sendo que ambos tem uma atuacdo de curta duracdo e sdo efetivos apenas na fase aguda
da doenca (FILARDI et al. 1986).
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Figura 5: Estruturas quimicas do Benznidazol e Nifurtimox, respectivamente. Fonte: da autora.

Os farmacos disponiveis citados sdo derivados nitroheterociclicos com elevada
toxicidade, sendo o Beznidazol de primeira escolha na dose de 5mg/kg/dia para adultos
e, para crianca, 5-10 mg/kg/dia. O Nifurtimox é recomendado em casos de resisténcia
natural e/ou efeitos colaterais graves associados ao Benznidazol (FERREIRA et al. 2019;
BRENER, 1984).

A resisténcia natural do Trypanosoma cruzi aos referidos farmacos € sugerida
como um fator para a baixa taxa de eficécia e de cura detectadas em pacientes chagasicos,
acarretando em mais riscos do que beneficios aos mesmos. Além disso, dentre os efeitos
adversos mais graves associados ao Benznidazol, estdo a depressdo da medula 6ssea e
polineuropatia periférica que, em alguns casos, pode levar a interrup¢do do tratamento
(FERREIRA et al. 2019).

2.2.  Infecges bacterianas

As bactérias sdo seres procariotos que possuem estruturas fundamentais para a
viabilidade das células e que as diferenciam dos seres eucariotos. Dentre elas, a parede
celular, membrana celular, ribossomo e genoma, que além de serem estruturas

fundamentais, sdo os principais alvos dos agentes antimicrobianos atuais.

A parede celular bacteriana é responsavel pela rigidez, protecdo osmadtica,
mecénica e passivel de reages tintoriais do tipo Gram e Ziehl-Neelsen. A coloragéo de
Gram é a principal forma de diferenciacdo entre as bactérias pela composic¢éo da parede

celular, divididas em Gram positivas e negativas.

As bactérias Gram positivas possuem uma camada mais espessa de
peptideoglicanos, formados pela ligacdo cruzada de aminodcidos do é&cido N-

acetilmuramico (NAM) e N-acetilglicosamina (NAG), é&cidos teicdicos e acidos



lipoteicdicos, enquanto que as bactérias Gram negativas possuem uma membrana externa
com fosfolipides de membrana, lipopolissacarideos, porinas, e uma camada mais fina de
peptideoglicanos, como representado na Figura 6.

GRAM-NEGATIVAS ® GRAM-POSITIVAS

LIPOPOLISSACARIDEOS

MEMBRANA EXTERNA

Figura 6: Diferenciacéo das estruturas das paredes celulares de bactérias Gram positivas e Gram negativas.
Fonte: adaptagdo da autora.

As infeccBes bacterianas sdo doencas decorrentes da proliferacdo de bactérias
patégenas no interior do corpo, sendo uma das principais causas de morte na terceira
idade. Devido a complexidade da parede celular das bactérias Gram negativas, as
infeccdes por elas causadas normalmente requerem uma atencdo especial quanto ao
tratamento, uma vez que a membrana externa impede a entrada de determinados farmacos
na célula. Além disso, possuem grande capacidade de troca de material genético, podendo

compartilhar o gene de resisténcia a bactérias de mesma ou diferentes espécies.

As bactérias Gram positivas por sua vez, por apresentarem uma estrutura mais
simples, sdo lentas no desenvolvimento de resisténcia a antibiéticos, facilitando o
tratamento em relacdo as primeiras. As principais infecgdes causadas por bactérias

atualmente sdo a tuberculose, pneumonia e, em casos extremamente graves, septicemia.

2.2.1. Farmacos antibacterianos

A descoberta de farmacos antimicrobianos foi, de fato, um grande avanco para a
terapéutica, uma vez que estes sdo de extrema importancia na reducdo da morbidade e
mortalidade relacionadas a doencas infecciosas. A antibioticoterapia é utilizada como
primeira opcao para o tratamento dessas infecgdes, com uma variedade de classes de
principios ativos eficazes contra micro-organismos causadores dessas enfermidades
(MOTA et al. 2005).



As diferentes classes de farmacos antibacterianos podem ser classificados como
bactericidas (aqueles que sdo capazes de induzir a morte celular) ou bacteriostaticos
(impedindo o crescimento e a replicacdo dessas células), atuando em alvos moleculares
distintos e com diferentes mecanismos de acdo (GUIMARAES et al. 2010). De acordo
com SOUZA e colaboradores (2015), o antibiotico ideal é aquele que atua em um alvo
presente apenas no micro-organismo, aumentando assim sua seletividade e consequente

seguranca e eficacia.

Os primeiros antibidticos foram sintetizados entre 1910 e 1934 e utilizados para o
tratamento da sifilis e infeccdes e feridas profundas durante a Segunda Guerra Mundial,
porém, estes apresentavam alta toxicidade para infeccOes bacterianas sistémicas,
evidenciando a necessidade de agentes mais seletivos, consequentemente mais eficazes e
menos toxicos (GUIMARAES et al. 2010).

Segundo GUIMARAES e colaboradores (2015), somente em 1935 Gerhard
Domagk descobriu que o prontosil, corante vermelho, apresentava atividade in vivo
contra infeccBes causadas por espécies de Streptococcus, sendo um pré-farmaco que deu
origem a uma nova classe de antimicrobianos, as sulfonamidas. Apesar da atividade frente
a infeccOes sistémicas, as sulfas apresentavam um espectro de acdo limitado, sendo pouco

utilizadas atualmente.

O grande marco da antibioticoterapia ocorreu com a descoberta das penicilinas
por Alexander Fleming, em 1928, com um espectro de acdo superior ao das sulfas,
entretanto, estas s foram introduzidas como substancias terapéuticas em 1941 (MOTA
et al. 2005; GUIMARAES et al. 2010). A partir dai, novas classes de medicamentos

foram inseridas na terapéutica, como evidenciado na Figura 7.
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Figura 7: Descoberta das diferentes classes de farmacos antimicrobianos. Fonte: da autora.



Estes agentes podem atuar em diferentes alvos moleculares. Os farmacos f-
lactdmicos, como as penicilinas e cefalosporinas, atuam inibindo a sintese da parede
celular bacteriana, impedindo a formacéo de ligacOes cruzadas entre os peptideoglicanos

ao inibirem a enzima transpeptidase.

As tetraciclinas e os aminoglicosideos, por sua vez, atuam se ligando na
subunidade 30s do ribossomo da célula bacteriana, prejudicando a sintese de proteinas e
consequente replicagdo das células. Os macrolideos e os anfenicois também atuam
inibindo a sintese de proteinas, porém, o sitio de acdo ocorre na subunidade 50s

ribossomal.

Existem também farmacos que atuam no DNA bacteriano, inibindo sua sintese ou
alterando sua funcédo e/ou estrutura, como as sulfas e quinolonas, respectivamente. Um
esquema resumido de diferentes alvos moleculares dos farmacos antibacterianos

encontra-se representado na Figura 8.
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Figura 8: Representagdo esquematica dos alvos moleculares das diferentes classes de antimicrobianos atuais.
Fonte: da autora.

De acordo com MOTA et al. (2005), a variabilidade genética dos agentes
bacterianos fazem com que a resisténcia dos mesmos aos antimicrobianos atuais seja um
problema grave de sade publica no mundo, principalmente associado ao uso indevido e

indiscriminado dos farmacos.

2.2.2. Resisténcia bacteriana

A sensibilidade ou resisténcia das bactérias a um determinado farmaco é

classificada de acordo com dados de concentragdo minima inibitéria (CMI) ou
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concentracdo minima bactericida (CMB), sendo que as mesmas sao ditas resistentes
quando sdo inibidas in vitro em concentragcdes superiores aquelas atingidas in vivo.
Porém, o sucesso terapéutico depende também de fatores estruturais e propriedades
fisico-quimicas dos farmacos, como pKa, solubilidade e constante de lipofilicidade

(LogP), para que estes consigam atingir o 6rgéo ou sitio alvo (DEL FIO et al. 2000).

Segundo DEL FIO e colaboradores (2000), essa resisténcia pode ser classificada
como intrinseca, ou seja, aquela que faz parte das caracteristicas naturais e fenotipicas do
micro-organismo, que serdo transmitidas verticalmente a prole, ou adquiridas, quando
esta € uma nova caracteristica manifestada na espécie que era ausente nas células

genitoras.

Conhecendo o agente etioldgico da doenca e os mecanismos de acdo dos farmacos
disponiveis, é possivel contornar a resisténcia bacteriana intrinseca. O maior desafio para
a descoberta de novos farmacos é voltado para a resisténcia adquirida, uma vez que esta
é resultante de alteracdes genéticas que podem levar ao aparecimento de cepas resistentes
que ndo perdem sua patogenicidade frente aos tratamentos disponiveis (MOTA et al.
2005; DEL FIO et al. 2000; GUIMARAES et al. 2010).

De acordo com ZAMAN e colaboradores (2017), estima-se que, até 2050, as
mortes decorrentes de infecgdes bacterianas superardo os casos de 6bito por doengas
cardiovasculares e até mesmo de neoplasias, devido a resisténcia ndo natural das bactérias
a terapia medicamentosa disponivel. O mapa da Figura 9 mostra uma estimativa para essa

teoria, sendo os maiores niimeros de casos observados na Asia e Africa, respectivamente.
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Figura 9: Estimativa de mortes por infeccGes bacterianas até 2050. Fonte: A review on Antibiotic
Resistance; adaptacdo da autora.

O uso indiscriminado de antibacterianos tanto em animais quanto em homens esta
diretamente relacionado ao aumento dessa resisténcia, nos mecanismos patogénicos ou
ndo. Dessa forma, é de extrema importancia que a escolha da terapia seja correta e 0
tempo de tratamento seja respeitado, evitando-se, dessa forma, o surgimento de cepas

resistentes aos farmacos disponiveis.

2.3.  Eugenol, derivados e analogos

Os 6leos essenciais sdo amplamente utilizados em diversas terapias, uma vez que
os produtos naturais sao responsaveis pela biossintese de uma gama de substancias
bioativas. O eugenol (4-alil-2-metoxifenol), estrutura I mostrada na figura 10, é um
alilfenol extraido principalmente do cravo da india (Syzygium aromaticum) e da canela
brava (Croton zenhtneri), com propriedades bioldgicas anti-inflamatdrias, anti-tumorais,

anti-microbianas e tripanocidas (SOUZA et al., 2015a).

Segundo SOUZA e colaboradores (2015a), o eugenol e seu analogo, o
diidroeugenol (2-metoxi-4-propilfenol), estrutura 11 mostrada na figura 10, podem ser
submetidos a diversas modifica¢fes quimicas para aumentar sua eficcia e diminuir sua
toxicidade por meio de alteracGes de seus grupos funcionais e de suas propriedades fisico-

quimicas. A Figura 10 apresenta as estruturas dos fenois em questao.
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Figura 10: Estrutura do eugenol (1) e do diidroeugenol (11). Fonte: da autora

Sabe-se que as doencas fangicas vem se tornando, a cada dia, um sério desafio
para a salde publica, representando uma ameaca global. Estas quase ndo foram levadas
em consideracdo devido ao grande “boom” das epidemias bacterianas no inicio do século
XX, porém, a influéncia do numero de casos de pacientes imunodeficientes, como aqueles
infectados pelo HIV, fez com que esses casos aumentassem abruptamente. Com o
aumento da resisténcia aos antimicrobianos atuais, diversos grupos de pesquisa tém
descrito o eugenol como um potente protdtipo antibacteriano e antifungico,
desenvolvendo assim, estratégias de modificacdes moleculares para aumentar sua
poténcia frente aos antimicrobianos de referéncia (VANDEPUTTE et al., 2012; SOUZA
etal., 2013).

Existem diversos relatos na literatura descrevendo a sintese de diferentes
derivados do eugenol e analogos (na forma de diferentes padrdes estruturais)
potencialmente antimicrobianos, tripanocidas e citotoxicos, como os trabalhos descritos

a sequir.

SOUZA e colaboradores (2013 e 2015a) descreveram a sintese e a avaliacdo
antimicrobiana de glicosideos derivados do eugenol contra espécies de Candida,
observando que os derivados VII e VIII (Figura 11) foram mais ativos que o Fluconazol

contra a espécie Candida glabrata.
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Figura 11: Glicosideos derivados do eugenol sintetizados por Souza et al. (2013, 2015a), potencialmente
antiglnficos. Fonte: da autora.
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SOUZA e seu grupo de pesquisas (2019) também sintetizaram substancias
derivadas do eugenol que continham um anel triaz6lico em sua estrutura, submeteram a
testes in vivo e in vitro para avaliar a atividade frente a cepas de T. cruzi e obtiveram
resultados interessantes quanto a valores de 1Cso, como descritos na Figura 12, e
comparados com o Benznidazol. Além de interessante atividade in vitro, o derivado 1V
foi capaz de reduzir, in vivo, mais de 50% da parasitemia em ratos infectados com a forma

tripomastigota de T. cruzi, quando tratados a 100 mg/kg dessa substancia.
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Figura 12: Derivados do eugenol sintetizados por SOUZA et al. (2019), com potencial atividade
tripanocida. Fonte: da autora

Atualmente, o cancer é a segunda maior causa de morte no mundo (TORRE et al.,
2016), ficando atras apenas de doengas cardiovasculares. A grande dificuldade da
quimioterapia atual é a baixa seletividade dos farmacos antineoplasicos para as células
tumorais, cuja consequéncia é uma imunodeficiéncia grave devido a uma quebra abrupta

nas quantidade de células de defesa normais e funcionais do individuo.

Diante da necessidade de novos farmacos antitumorais mais seletivos, Azevedo-
Barbosa e colaboradores (2019) propuseram uma hibridizagdo molecular entre eugenol
(ou diidroeugenol) e a sulfanilamida, obtendo substancias com valores de ICso abaixo de
200 uM contra as linhagens MCF-7 (mama), uma atividade antitumoral promissora e
mais potente que a dos seus protdtipos. Os derivados X, XI e XII obtidos estdo
representados na Figura 13.
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Figura 13: Substancias sintetizadas por Azevedo-Barbosa et al. (2019) e seus respectivos protétipos. Fonte:
da autora
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No contexto dos farmacos antimicrobianos, devido ao aumento das espécies e
cepas bacterianas resistentes aos antibidticos atuais e a necessidade de sintetizar novos
farmacos ideais, SOUZA et al. (2015b) propuseram a sintese de glicosideos triazolicos
derivados do eugenol com potencial atividade contra bactérias e obtiveram resultados
interessantes, sobretudo contra as especies Micrococcus luteus e Salmonella
typhimurium, como os derivados X111 (1Cso = 49,73 uM), XIV (ICso = 88,54 uM) e IV
(ICs0= 10,2 uM; 1Cgo= 21,2 uM), respectivamente, apresentados na Figura 14.
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al OH AcO ° Ae0
\oAe Ohc
v

Figura 14: Triazéis derivados do eugenol sintetizados por SOUZA et al. (2015b). Fonte: da autora.
2.4.  Compostos a,B-insaturados

Os compostos carbonilicos o.,B-insaturados podem ser sintetizados por reagdes de
condensacéo aldolica tanto em meio &cido quanto em meio bésico, envolvendo aldeidos
e cetonas, a partir da captura de um Hqa carbonila, formando um nucledfilo que,
posteriormente, cataliza um ataque nucleofilico a um carbono deficiente em elétrons
(BRUICE, 2016). Se um dos compostos carbonilicos ndo possuir um He em sua estrutura,
0 a.,B-insaturado formado tera maior valor sintético, uma vez que a reagdo ndo apresentara

subprodutos (reacao de Claisen-Schmidt).

A preparacdo destes compostos tem pode levar a a diversificacdo da classe de
compostos disponiveis para o tratamento de diversas doencas, como infec¢des
microbianas, doenca de Chagas e neoplasias, obtendo compostos cada vez mais eficientes

guando comparados aos seus protétipos.

Diante da busca por esses novos agentes potencialmente ativos, BRAGA e
colaboradores (2013) sintetizaram uma série de substancias carboniladas o.,3-insaturadas
por meio reacdes de condensacdo alddlica, potencialmente ativas contra as formas
amastigotas de Trypanosoma cruzi e promastigotas de Leishmania amazonenses,
apresentando 1Cso proximos aos farmacos de referéncia avaliados, Benznidazol e
Anfotericina B (Figura 15).
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N
1
o 0
I\H’H R/\\‘{S{»\R XV:n=1;R= ] A
(CH)n XVI:n=2; R= N/

o]
Benznidazol XV
T. cruzi: 1Cso= 3,8 uM T. eruzi: 1Csp= 7,0 uM
Anfotericina B Xvi
L. amazonensis: |C5p= 0,08 uM L. amazonensis: IC55= 0,6 uM

Figura 15: Substéncias sintetizadas por BRAGA et al., (2014), com potencial atividade tripanocida. Fonte:
da autora.

Baseado na interessante atividade do derivado triazolico (1V) e nas atividades de
compostos a,B-insaturados ja descritos na literatura, a proposta deste trabalho foi
sintetizar novos derivados do eugenol e andlogos com potencial atividade antimicrobiana

e tripanocida seguindo o padrdo proposto na figura 16.

n=0 n=1
7: R= OMe; R,= alil 11: Ri= OMe; R,= alil
8: Ry= OMe; R,= propil 12: Ry= OMe; R,= propil
9: Ry= OMe; R,=H 13: Ry= OMe; R=H
10: Ry=H; R,=H 14: Ry=H; R,=H

Figura 16: Padrdo estrutural proposto neste trabalho e respectivos substituintes. Fonte: da autora.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal a sintese de novos derivados do
eugenol e anéalogos contendo o padrdo estrutural mostrado na Figura 16, substancias

potencialmente antibacterianas e tripanocidas.
3.1.  Objetivos especificos

e Sintese das substancias propostas e, posteriormente, purificacdo por
recristalizacdo e/ou cromatografia em coluna de silica (CCS) de cada substancia;

e Caracterizacdo das substancias obtidas por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de *H e *C (RMN de H e °C);

e Avaliagdo da atividade antibacteriana e tripanocida dos derivados do eugenol e
analogos obtidos;

e Determinacdo da citotoxicidade das substancias contra células sadias;

e Estabelecimento da relacdo estrutura-atividade da série de substancias
sintetizadas.

e Determinacéo do indice de seletividade dessas substancias.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.  Procedimentos gerais para as reacdes e caracterizagdes quimicas

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e *C foram realizadas
no Laboratorio Multiusuério da Escola de Farmacia da Universidade Federal de Ouro
Preto (UFOP-MG), obtidas em espectrometro Bruker AC-400 MHz. Foi empregado
como padrdo interno o tetrametilsilano (TMS) e como solventes cloroférmio deuterado
(CDCl3) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-de), e o0s valores descritos em

deslocamento quimico (o, ppm).

As determinacOes de faixa de fusdo das substancias sintetizadas foram realizadas
no Laboratdrio de Quimica Medicinal e Bioensaios (LQMB) da UFOP-MG, obtidas em

aparelho Reichert Austria

A evolucéo das reacdes foi acompanhada por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando placas de silica gel e, como reveladores, foram utilizados solugéo
aquosa de cloreto férrico (5%), vapores de iodo e molibdato sérico de aménio (CAM). As
purificagBes por cromatografia em camada de silica (CCS) foram realizadas com silica

gel 60 (MERK) e os eluentes empregados estdo descritos em cada procedimento.
4.2.  Sintese das substancias propostas

Os derivadosa,B-insaturados do eugenol e analogos foram sintetizados no
Laboratdrio de Quimica Medicinal e Bioensaios da Escola de Farmacia da Universidade
Federal de Ouro Preto conforme a rota sintética apresentada na Figura 17.

OH OH O
R i R H 7: Ry= OMe; R,= alil (28%)
> 8: Ry= OMe; R,= propil (36%)
9: Ry= OMe; Ry=H (47%)
10: Ry= H; Ry= H (30%)
R2 R2
1: Ry= OMe; R,= alil 3: Ry= OMe; R,= alil (73%) OH OH

2: R4= OMe; R,= propil 4: Ry= OMe; R,= propil (62%)

O
R R
5: R,= OMe; R,= H ! N = !
6: Ry=H;R,=H

i: Hexamina, Acido Acético Glacial, HCI (2M); 125°C, 5h R R
ii: Etanol, NaOH (20%), HCI (2M); 25°, 48h 2 2

11: R4= OMe; R,= alil (68%)
12: Ry= OMe; R,= propil (70%)
13: Ry= OMe; R,=H (61%)
14: R4= H; Ry=H (94%)

Figura 17: Sintese dos derivados a.,p-insaturados do eugenol e analogos Fonte: da autora.
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4.2.1. Procedimento geral para a obtenc&o dos derivados formilados do eugenol
(3) e diidroeugenol (4)

OH OH O ]
o | e y 1: R=alil
Hexamina; ACOH g ial 2: R= propil
125°C,~5h 3: R=alil
R R
Lou? 30u4 4: R= propil

e Técnical

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados 0,5 g de eugenol
(0,00304 mol) e, em seguida, adicionou-se 0,9301 g de hexametilenotetramina
(hexamina; 0,00666 mol) e 20 mL de acido aceético glacial. A reacdo foi submetida a um
sistema de refluxo a 120°C e agitacdo magnética constante por 5 horas e monitorada
através de cromatografia em camada delgada (CCD), com o intuito de avaliar se todo o
material de partida havia sido consumido. Como eluente para a CCD, foi utilizada uma
mistura de solventes hexano/acetato de etila (7:3), e como reveladores, foram utilizados

vapores de iodo e solucdo aquosa de cloreto férrico 5%.

Ap0s cinco horas de reacgdo, constatou-se que o eugenol ainda ndo havia sido
totalmente consumido, sendo assim, a reacdo continuou sob agitacdo magnética sem
aquecimento por mais 72 horas. Apos esse tempo, diante da observacdo de que ainda
havia material de partida no meio reacional, adicionou-se mais 0,5 eq de hexamina a

reacdo, e a mesma foi submetida a refluxo novamente a aproximadamente 115°C.

Observando-se o total consumo do material de partida, o conteddo do baldo foi
transferido para um béquer de 250 mL e, sob banho de gelo, adicionou-se uma solucao
saturada de bicarbonato de sddio até pH 7. Ap6s a neutralizacdo, o produto bruto foi
extraido com éter etilico (4 x 30 mL), e a fase organica obtida foi reunida e extraida com
solugéo de NaOH 20% (4 x 25 mL). Reuniu-se, entéo, a fase aquosa obtida, e adicionou-
se a ela HCI concentrado, sob banho de gelo, até pH 2. Apos acidificacdo, a fase aquosa
foi novamente extraida com éter etilico (4 x 30 mL), seca com sulfato de sdédio anidro,
que foi, na sequéncia, filtrada, e apds evaporacdo do solvente em evaporador rotatorio,

obteve-se um liquido levemente amarelado.

Para a purificacdo do produto bruto, adicionou-se éter de petréleo ao baldo

contendo o produto concentrado (esse procedimento foi feito 5 vezes com 25 mL de éter
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de petréleo), e o solvente foi transferido para um bal&o de fundo redondo de 125 mL, que
posteriormente foi evaporado em evaporador rotatorio fornecendo o produto de interesse

puro.

A massa do produto obtida foi de 0,1084 g (18% de rendimento) e, diante desse
baixo rendimento, foi realizada outra técnica na tentativa de se obter o produto de

interesse com um maior rendimento.

e Técnicall
Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, adicionou-se 5 equivalentes de
hexamina e, em seguida, adicionou-se 40 mL de &cido acético glacial. A reacdo foi
submetida a um sistema de refluxo a 125°C e agitacdo magnética constante por 10
minutos, e apos esse tempo, adicionou-se a reacao eugenol (1; 1 eq.) ou diidroeugenol (2;
1eq.) (TABELA 1), que foi mantida sob refluxo por cerca de 5 horas.

A reacdo foi monitorada por CCD (utilizando-se como eluente uma mistura de
hexano/acetato de etila (7:3) e como reveladores, vapores de iodo e solugdo aquosa de
cloreto férrico a 5%) e apds cinco horas de reacdo, foram adicionados 10 mL de solugédo
aquosa de HCI ao baldo, ainda sob agitacéo e refluxo a 125°C, e aguardou-se mais trinta

minutos.

Apbs o resfriamento do contetido do baldo até temperatura ambiente, a mistura foi
transferida para um béquer de 250 mL e, entdo, neutralizada com uma solucédo
supersaturada de bicarbonato de sddio, sob banho de gelo, até pH 7. A fase aquosa foi
extraida com diclorometano (5 x 25 mL), a fase organica foi reunida e seca com Na>SO4

anidro, filtrada, e concentrada em evaporador rotatorio.

O produto bruto puro foi obtido através de cromatografia em coluna de silica
(CCS), utilizando como fase estacionaria silica gel 60 (MERK) e como fase mdvel
mistura de solventes hexano e acetato de etila, na propor¢édo de 9,5:0,5 (H:A). As massas
referentes aos produtos 3 e 4 foram de 0,8586 g (73% de rendimento) e 0,7234 g (62%

de rendimento), respectivamente.

Tabela 1: Quantidades de reagentes utilizados para as rea¢des de formilacéo.

Fenol Hexamina
1 (1,0 g; 0,00609 mol) 4,27 g (0,0304 mol)
2 (1,0 g; 0,00602 mol) 4,22 g (0,0301 mol)
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4.2.1.1. Dados de caracterizacao do derivado 3

OH O
O ! “gy  4-ali-7-hidroxi-2-metoxibenzaldeido
Oleo marrom-amarelado
3 ° Massa obtida: 0,8586g (0,00447 mol, 73% de rendimento)
o F.M: CqHyp05 M.M: 192,21 g.mol!

10
RMN de H (#; CDCls; 400 MHz): 10,97 (d; 1H; CHO); 9,87 (s; OH); 6,98 (d; 1H; 4 =
1,92 Hz, H-3); 6,93 (d; 1H; “J = 1,72 Hz; H-5); 5,93 (m; 1H; H-10); 5,10 (m; 2H; H-9); 3,90
(s; 3H; H-1); 3,36 (d; 2H; %J = 6,64 Hz; H-11).

RMN de 3C (3; CDCls; 400 MHz): 196,62 (CHO); 150,07 (C-2); 148,22 (C-7); 136,73 (C-
10); 131,43 (C-4); 123,72 (C-5); 120,45 (C-6); 118,70 (C-3); 116,55 (C-11); 56,30 (C-1);
39,42 (C-9).

4.2.1.2. Dados de caracteriza¢éo do derivado 4

OH O
7
] 02 <8 H 4-propil-7-hidroxi-2-metoxibenzaldeido
s . Oleo amarelo
4 » Massa obtida: 0,7234g (0,00372 mol, 62% de rendimento)
9 F.M: C14H1403 M.M: 194,23 g.mol’

10

RMN de 'H (6; CDCIs; 400 MHz): 10,96 (s; 1H; CHO); 9,90 (s; OH); 6,99 (d; 1H; %] =
1,92 Hz; H-5); 6,96 (d; 1H; *J = 1,80 Hz; H-3); 3,93 (s; 3H; H-1); 2,59 (t; 2H; 3J = 8,32 Hz;
H-9); 1,66 (sex; 2H; 3J = 7,56 Hz; H-10); 0,97 (t; 2H; %J = 6,8 Hz; H-11).

RMN de 3C (3; CDCls; 400 MHz): 196,69 (CHO); 149,71 (C-2); 148,03 (C-7): 134,10 (C-
4): 123,57 (C-5); 120,41 (C-6); 118,73 (C-3); 56,30 (C-1); 37,32 (C-9); 24,46 (C-10); 15,66
(C-11).

4.2.2. Procedimentos gerais para a obtencéo dos derivados a,B—insaturados 7 e
11

EtOH, NaOH (20%)
HCI (2M)

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL contendo 2 eq do formil eugenol (3),
foram adicionados 3,0 mL de etanol e a mistura foi mantida sob agitacdo magnética até
completa solubilizacdo. Foi, entdo, adicionado ao baldo, 1 eq da cetona correspondente
(ciclopentanona ou acetona), ainda sob agitacdo constante. As massas exatas de cada

reagente empregado sdo mostrados na Tabela 2. Posteriormente, foram adicionados 1,5
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mL de NaOH 20%, gota a gota, a mistura, que foi mantida sob agitacdo magnética por
cerca de 24 horas, quando se observou o total consumo do material de partida por CCD
(hexano/acetato 1:1; vapores de iodo e cloreto férrico 5%). Apds esse tempo, a reacéo foi
neutralizada com HCI 2M, adicionado, gota a gota, sob banho de gelo, observando a
formacéo de um solido amarelo. Diante disso, fez-se uma filtragdo a vacuo e constatou-

se que o produto de interesse puro era sélido observado.

Tabela 2: Quantidades de reagentes utilizados para a sintese das substancias 7 e 11.

Aldeido Cetona
3(0,1414 g; 0,000734 mol) Ciclopentanona: 0,03260 g (0,000367 mol)
3 (0,3499 g; 0,00182 mol) Acetona: 0,050 g (0,000910 mol)

4.2.2.1. Dados de caracterizacao do derivado 7

2,4-di(4-alil-7-hidroxi-2-metoxifenil)8-9-dien-10-ona

Solido amarelo

Massa obtida: 0,0956g (0,000235 mol; 28% de rendimento)
F.M: Co5H,605  M.M: 406,47 g.mol™

Faixa de fusdo: 102°C-107°C

RMN de 'H (¢; CDCls; 400 MHz): 7,84 (d; 2H; ®J = 16,48 Hz; H-8); 6,97 (s; 2H; H-3);
6,82 (d; 2H; *J = 16,48 Hz; H-9); 6,73 (d; 2H; *J = 1,44 Hz; H-5); 5,53 (m; 4H; H13); 3,93
(s; 6H; H-1); 3,35 (d; 4H; °J = 6,68 Hz; H-11)

RMN de 13C (6; CDCl3; 400 MHz): 199,31 (C-10); 146,74 (C-2): 143,69 (C-7); 138,35 (C-
8): 137,21 (C-12); 131,53 (C-4); 128,01 (C-9); 120,36 (C-6); 119,75 (C-5); 116,15 (C-13);
112,58 (C-3); 56,18 (C-1); 39,86 (C-11).

4.2.2.2. Dados de caracterizacdo do derivado 11

2,4-di(4-propil-7-hidroxi-2-metoxifenil)8-9-dien-ciclopenta-11-ona
Sdélido amarelo

Massa obtida; 0,2284g (0,000523 mol; 70% de rendimento)
F.M: Cy7H3,05  M.M: 436,54 g.mol!

Faixa de fusdo: 142°C-148°C

RMN de 'H (6; DMSO-dg; 400 MHz): 9,21 (s; 2H; OH); 7,78 (s; 2H; H-8); 6,98 (d; 2H; H-
5); 6,86 (d; 2H; J = 1,20 Hz; H-3); 5,98 (m; 2H; H-12); 5,07 (m; 4H; H-13); 3,81 (s; 6H; H-
1); 3,33 (d; 4H; 3J = 6,76 Hz; H-11); 2,98 (s; 4H; H-10).

RMN de 1*C (9; DMSO-ds; 400 MHz): 195,30 (C-11); 147,65 (C-2); 145,06 (C-7); 137,90
(C-8): 136,53 (C-9): 130,19 (C-4); 127,06 (C-12): 122,49 (C-6); 120,52 (C-5); 15,72 (C-13);
113,39 (C-3); 55,90 (C-1); 39,22 (C-11): 26,65 (C-10).
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4.2.3. Procedimentos gerais para a obtencéo dos derivados a,B—insaturados 8 e
12

OH 0] OH
A0 x = N
OH O o 8
EtOH, NaOH (20%)
HCI (2M)

OH O OH
O

12
4

O procedimento usado para a sintese dos derivados 8 e 12 é 0 mesmo descrito no
item 4.2.2. As quantidades de reagentes utilizados para cada reacdo estdo descritas na
TABELA 3.

Tabela 3: Quantidades de reagentes utilizados para a sintese dos compostos 8 e 12.

Aldeido Cetona
4 (0,150 g; 0,000772 mol) Ciclopentanona: 0,06309 g (0,000386 mol)
4 (0,0963 g; 0,000496 mol) Acetona: 0,02619 g (0,000248mol)

4.2.3.1. Dados de caracterizacao do derivado 8

2,4-di(4-propil-7-hidroxi-2-metoxifenil) 8-9-dien-10-ona
Sdlido amarelo

Massa obtida: 0,0647g (0,000158 mol; 35% de rendimento)
F.M: CysH3g05  M.M: 410,50 g.mol’

Faixa de fusfo: 124°C-129°C

RMN de *H (6; DMSO-dg; 400 MHz): 9,21 (s; 2H; OH); 7,93 (d; 2H; 3J = 16,08 Hz; H-8);
7,24 (d; 2H; %) = 16,08 Hz; H-9); 7,11 (s; 2H; H-5); 6,86 (d; 2H; “J = 1,36 Hz; H-3); 3,82 (s;
6H; H-1); 1,60 (sex; 4H;3J = 7,60 Hz; H-12); 0,91 (t; 6H; %) = 7,28 Hz; H-13)

RMN de 3C (8; DMSO-ds; 400 MHz): 188,96 (C-10); 148,29 (C-2): 144,96 (C-7); 138,12
(C-8); 133,39 (C-4); 125,85 (C-9); 121,5811 (C-6); 119,42 (C-5); 114,32 (C-3); 56,39 (C-1);
37,40 (C-11); 24,67 (C-12); 14,14 (C-13)

4.2.3.2. Dados de caracterizacao do derivado 12

2,4-di(4-propil-7-hidroxi-2-metoxifenil) 8-9-dien-ciclopenta-11-ona
Solido amarelo

Massa obtida: 0,2284g (0,000523 mol; 70% de rendimento)
F.M: Co7H3,05  M.M: 436,54 g.mol™

Faixa de fus&o: 142°C-148°C
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RMN de 'H (6; DMSO-ds; 400 MHz): 9,08 (s; 2H; OH); 7,79 (s; 2H; H-8); 6,96 (s; 2H; H-
3); 6,87 (s; 2H; H-5); 3,82 (s; 6H; H-1); 2,99 (s; 4H; H-10); 2,52 (m; 4H; H-11); 1,60 (sex;
4H; %) = 7,52 Hz; H-12); 0,91 (t; 6H; %) = 6,88 Hz; H-13)

RMN de 1°C (9; DMSO-ds; 400 MHz): 199,77 (C-11); 147,99 (C-2); 145,21 (C-7); 136,96
(C-9); 133,02 (C-4); 127,64 (C-8); 122,77 (C-6); 120,83 (C-5); 113,83 (C-3); 56,34 (C-1);
26,57 (C-10); 24,72 (C-13); 14,13 (C-14).

4.2.4. Procedimento geral para a sintese dos derivados a,B-insaturados da o-
vanilina (9 e 13) e do salicilaldeido (10 e 14)

OH © N = R 9:R=0CH;
R O O 10: R=H
H
5: R= OCH, 13: R= OCHj
6: R=H 14: R=H

Os procedimento usado para a sintese dos derivados 9, 10, 13 e 14 foi 0 mesmo
descrito no item 4.2.2. As quantidades de reagentes utilizados para cada reacdo estdo
descritas na TABELA 4.

Tabela 4: Quantidades de reagentes utilizados para a sintese dos compostos 9 a 14.

Aldeido Cetona
5(0,4347 g; 0,00356 mol)  Ciclopentanona: 0,150 g (0,00178 mol)
5 (0,630 g; 0,00516 mol) Acetona: 0,150 g (0,00258 mol)

6 (0,100 g; 0,000657 mol)  Ciclopentanona: 0,0276 g (0,000330 mol)
6 (0,100 g; 0,000657 mol) Acetona: 0,01916 g (0,000330 mol)

4.2.4.1. Dados de caracterizacao do derivado 9

2,4-di(7-hidroxi-2-metoxifenil) 8-9-dien-10-ona

OH s (0] . OH
7 7 -
/02 XN 5 20\1 Sélido amz:;\relo
° ° Massa obtida: 0,1124g (0,0002738 mol; 47%)
’ 4 ) ° 4 ° F.M: CigH1505  M.M: 326,35 g.mol"

Faixa de fusdo: 157°C-162°C
9
RMN de H (6; DMSO-ds; 400 MHz): 9,47 (s; 2H; OH); 7,96 (d: 2H: 3] = 16,08 Hz; H-8):
7,30 (d; 2H; 3J = 7,8 Hz; H-5); 7,26 (d; 2H; 3J = 16,08 Hz; H-9); 7,02 (d; 2H; 3J = 7,92 Hz;
H-3); 6,83 (t; 6H; 2J = 7,96 Hz H-4); 3,83 (s; 6H; H-1).

RMN de 3C (8; DMSO-de; 400 MHz): 189,06 (C-10); 148,48 (C-7); 146,88 (C-2); 138,11
(C-8); 126,07 (C-9); 122,07 (C-6); 120,36 (C-4); 119,62 (C-5): 113,87 (C-3); 56,42 (C-1)
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4.2.4.2. Dados de caracterizacdo do derivado 13

OH O

OH
. 8 8 o 17 2, 4-di(4-propil-7-hidroxi-2-metoxifenil) 8-9-dien-ciclopenta-11-ona
1 > 5 % 0 4 5 ™4 Solido amarelo
3 5 oo 5 5 Massa obtida: 0,0693g (0,000197 mol; 61% de rendimento)
4 4 F.M: C31Hp005  M.M: 352,38 g.mol!

3

1 Faixa de fusdo: 182°C-184°C

RMN de 'H (6; DMSO-dg; 400 MHz): 9,30 (s; 2H; OH); 7,81 (s; 2H; H-8); 7,16 (dd; 2H;
3] =7,96 Hz; 1) = 1,12 Hz; H-3); 7,03 (dd; 2H; *J = 8,12 Hz; “J = 1,20 Hz; H-5); 6,86 (t; 2H;
3] = 8,0 Hz; H-4); 3,83 (s; 6H; H-1); 2,99 (s; 4H; H-10).

RMN de 1C (9; DMSO-ds; 400 MHz): 195,35 (C-11); 147,76 (C-7); 146,76 (C-2); 136,69
(C-9); 127,01 (C-8); 122,73 (C-6); 121,11 (C-5); 118,90 (C-4); 112,98 (C-3); 55,94 (C-1);
26,04 (C-10).

4.2.4.3. Dados de caracterizacao do derivado 10

OH (o) OH (6-hidroxifenil) 7-8-dien-9-ona
5 7 7 6 -
5 ] Solido marrom
1 O 5y 0 O Massa obtida: 0,1957g (0,000735 mol: 29% de rendimento)
2 4 4 2 FM:CyHi,03  M.M: 266,30 g.mol
3 10 3 Faixa de fus&o: 80°C-83°C

RMN de *H (6; DMSO-ds; 400 MHz): 7,93 (d; 2H; 3J = 16,08 Hz; H-8); 7,78 (d; 2H; *J
= 16,48 Hz; H-7); 7,70 (dd; 2H; 3J = 7,80 Hz; *J = 1,52 Hz; H-1); 7,59 (dd; 2H; %) = 7,84
Hz; 43 = 1,56 Hz; H-4); 7,25 (m; 2H; H-3); 6,93 (dt; 2H; 3 = 6,7 Hz; *J = 0,96 Hz; H-2).

RMN de 3C (8; DMSO-ds; 400 MHz): 188,73 (C9); 156,91 (C6); 138,49 (C7); 128,77
(C-2); 128,62 (C-4): 126,61 (C-8); 125,41 (C-5); 120,93 (C-3); 116,22 (C-1)

4.2.4.4. Dados de caracterizacao do derivado 14

OH ; (0] ; OH (6-hidroxifenil) 7-8-dien-ciclopenta-10-ona

8 N 5 I8 . Sdlido laranja
1 O 5 8 ( O Massa obtida: 0,8424¢g (0,002882 mol; 94% de rendimento)
2 4 9 9 4 2 F.M: C19H1GO3 M.M: 292,33 g.m0|-1

® 14 3 Faixa de fusdo: 148°C-152°C

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 400 MHz): 10,17 (s; 2H; OH); 7,80 (s; 2H; H-7); 7,54 (dd; 2H;
3] =7,88 Hz; 4] = 1,44 Hz; H-1); 7,24 (m; 2H; H-3); 6,94 (dd; 2H; 3J = 8,20 Hz; “J = 1,04
Hz; H-4); 6,89 (m; 2H; H-2); 3,01 (s; 4H; H-9).

RMN de 3C (8; DMSO-de; 400 MHz): 195,36 (C-10); 157,51 (C-6); 136,47 (C-8); 131,01
(C-7); 129,53 (C-2); 126,95 (C-4); 122,44 (C-5); 119,21 (C-1); 115,76 (C-3); 26,14 (C-9).

4.3.  Avaliagdo da citotoxicidade in vitro

A atividade citotoxica das substancias foi realizada sob a responsabilidade do
Prof. Dr. Geraldo Célio Brandao (Universidade Federal de Ouro Preto — UFOP/MG) e

executada pela doutoranda Adriana Cotta Cardoso Reis (Universidade Federal de Ouro
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Preto — UFOP/MG) pelo método colorimétrico do MTT. Suspensdes de células MRC-5
(ATCC® CCL-171™ linhagem celular derivada de tecido pulmonar normal) foram
distribuidas em microplacas de 96 cavidades contendo 5,0 x 104 células/cavidade. As
placas foram incubadas em atmosfera imida, a 5% de CO», a 37 °C por 24 horas. Foram
preparadas diluicbes das amostras, em meio de cultivo DMEM 1% SFB, em
concentracdes que variaram entre 100,0 — 0,78125 pg/mL. Como controle positivo foi
utilizada a podofilotoxina. Apo6s a formacdo da monocamada celular na superficie das
cavidades, o meio de cultura foi removido e 100 pL das solucGes diluidas das amostras e
100 pL de meio de cultura DMEM 1% SFB foram adicionados. Decorridas 72 horas da
adicdo das amostras, o0 meio de cultura foi removido e a solugdo de MTT (2 mg/mL em
tampéo fosfato) foi adicionada 120 minutos antes das leituras (MOSMANN, 1983;
TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987), que foram feitas em leitor de microplacas, a 490

nm. A multiplicacdo celular foi comparada com controle celular.

A toxidade celular foi expressa em termos de concentragdo citotdxica a 50%
(CCso). A porcentagem citotoxica foi calculada como [(A-B)/A]x100, onde A e B séo as
densidades oOticas a 490 nm (D0492) das cavidades onde estdo presentes células ndo

tratadas (A) e tratadas (B), respectivamente.

Foi utilizado o Teste t de Student, nas analises de variancia para avaliar diferencas
entre as médias nos ensaios de citotoxicidade, realizados em triplicata, em comparacgéo
com os controles. Foi aceito para todos os testes o nivel de significancia de 5%. Foi
utilizado o pacote estatistico do GraphPad Prism 5.04.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.  Planejamento dos derivados a,B-insaturados do eugenol e analogos

A sintese dos derivados cetonicos o,B-insaturados do eugenol e analogos, foi
proposta devido aos relatos de atividade antimicrobiana, antifdngica, antitumoral e
tripanocida dos fenodis em questdo. Sendo assim, derivados formilados de tais fendis
foram submetidos a reagdes de condensagdo aldolica com o intuito de se obter novas

substancias mais potentes que seus precursores.

Os diferentes derivados propostos se diferenciam quanto a cadeia lateral na
posicdo para do anel aromatico e as cetonas utilizadas como nucledéfilos na reacdo, sendo
elas acetona e ciclopentanona. Além disso, foram sintetizadas outras substancias
derivadas de outros dois fendis, como a o-vanilina (sem o substituinte na posicédo para a
hidroxila) e o salicilaldeido (sem os substituintes nas posi¢des orto e para a hidroxila),
afim de comparar a importancia dos grupos metoxila, alil ou propil presentes no eugenol
e seu anélogo diidroeugenol. Ressalta-se que, até 0 momento, ndo foram encontrados
relatos na literatura com o mesmo padrdo estrutural proposto, sendo quatro destas

substancias aqui desenvolvidas, inéditas.

Os derivados cetbnicos a,B-insaturados 7-14 foram obtidos por meio da técnica
de condensacéo aldolica em meio basico. Os intermediarios 3 e 4 foram obtidos a partir
de uma reacdo de formilacdo, em meio éacido, utilizando a hexamina como eletréfilo e o
eugenol (1) ou o diidroeugenol (2) como nucledfilo, conforme ilustrado na analise

retrossintética apresentada na Figura 18.

OH O OH OH o
Desconexao
R \;\ 27 R c.C R ®
S * o Yo
n
' ' Rl n
R 7-14 R Sintona Sintona
Y OH O o a3
R O Desconexao n=3
@e + < ce R Y
® —— (]
R' n
Sintona Sintona R' Eq. sintético
||| ||| Eq. sintético
OH e
R ‘;N_ °N
LD
NN
R' Eq. sintético

Eq. sintético

Figura 18: Analise retrossintética para a obtencéo das substancias propostas. Fonte: da autora.
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5.2.  Sintese e caracterizacgédo dos derivados a,B-insaturados do eugenol e analogos

5.2.1. Sintese dos intermediarios formilados do eugenol e do diidroeugenol (3 e
4)

A reacdo de formilagao dos fendis para a obtencdo dos intermediérios de interesse
procedeu-se conforme técnica descrita por BRANCAGLION e colaboradores (2018). A
metodologia mostrou-se a mais factivel e adequada diante das condi¢Ges e materiais
disponiveis no nosso laboratorio de pesquisa, além de apresentar um alto rendimento. Na
pratica, o rendimento dos produtos obtidos foi inferior aquele descrito na literatura, mas
suficiente para que se desse continuidade ao trabalho.

Trata-se de uma reacdo de substituicdo eletrofilica aromética (SEA), em meio
acido, que necessita da formacao de uma espécie eletrofilica que, neste caso, se da pela
reagdo entre a hexamina e o &cido acético glacial utilizado. Como resultado, sera formada
uma espécie protonada ciclica que, posteriormente, levara a formacao de um eletréfilo
ionizado. Como o ion é altamente reativo, este sofre ataque de uma ligacdo = (C=C) do
anel aromatico do eugenol (1) ou do diidroeugenol (2), formando o ion arénio, que €
estabilizado por ressonancia (etapa lenta). Em seguida, para restaurar a aromaticidade do
anel, uma base presente no meio, provavelmente a base conjugada do acido acético
resultante da reacdo com a hexamina, capta um proton do ion arénio, reestabelecendo a
ligagdo n e formando os produtos 3 ou 4, sendo considerada etapa rapida. O provavel

mecanismo proposto para essa reacdo esta ilustrado na Figura 19.

-
@ _H :QAc
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LN ! NH; R
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i@i L N R H
& -
H NH; R

Figura 19: Proposta de mecanismo para a reagdo de formilacdo do eugenol e do diidroeugenol na presenca
de hexamina. Fonte: da autora.
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5.2.2. Sintese dos derivados a,B-insaturados do eugenol, diidroeugenol, o-
vanilina e salicilaldeido em meio bésico

Para a obtencdo dos derivados cetonicos a,B-insaturados do eugenol,

diidroeugenol e dos fendis comerciais o-vanilina e salicilaldeido (7-14), foi feita uma

reacdo de condensacéo alddlica em meio bésico utilizando dois equivalentes dos aldeidos

(sintéticos e comerciais) e um equivalente da cetona correspondente, conforme descrito

por BRAGA e colaboradores (2014). O rendimento pratico dos produtos foi interior

aqueles descritos na literatura, porém, suficiente para o prosseguimento do trabalho.

A reacdo em meio béasico se da a partir da captacdo de um hidrogénio acido o a
carbonila da cetona correspondente (Ho) formando um carbanion com potencial
nucleofilicidade para promover um ataque no carbono carbonilico do aldeido do eugenol
(3) ou diidroeugenol (4), deslocando o par de elétrons da ligacdo = C=0, formando um
ion carregado negativamente que, posteriormente, serd neutralizado por uma &gua
presente no meio, provavelmente formada pela captacdo do H«. Na sequéncia, ocorre
outra captacdo da base ao outro hidrogénio &cido da cetona, gerando uma nova dupla
ligacdo C=C, apds eliminacdo da outra hidroxila para 0 meio. Como o produto de
interesse é dissubstituido, 0 mesmo mecanismo ocorre com os dois Hq presentes na
cetona, formando entdo o derivado o,B-insaturado estavel. O provavel mecanismo

proposto para essa reacdo esta ilustrado na Figura 20.
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Figura 20: Proposta de mecanismo para a reagdo de condensagdo aldolica em meio basico. Fonte: da
autora
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5.2.3. Caracterizacao quimica dos derivados do eugenol (7 e 11)

As substancias sintetizadas foram caracterizadas por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de *H (RMN de H) e de 3C (RMN de C) e os espectros
estéo apresentados no ANEXO 2.

Nos espectros de RMN de 'H dos derivados do 7 e 11 (ANEXO 2), foram
observados sinais caracteristicos da cadeia lateral alilica do eugenol, com um dupleto em
83,33 (CHa-CH=CH2; 3J = 6,76 Hz; 4H), um multipleto em 85,98 (CH2-CH=CHy; 2H) e
outro multipleto em torno de 85,07 (CH2-CH=CHp; 4H). Observou-se também simpletos
(integral = 6) em aproximadamente 53,81 referentes aos hidrogénios das metoxilas
(OCHa). Além disso, para o derivado 11, foi possivel observar um simpleto e um dupleto
em 56,89 e 56,86 referentes aos hidrogénios aromaticos H-3 (2H) e H-5 (*J= 1,20 Hz;
2H), caracterizados pelo acoplamento aromatico do tipo 4J (meta H-5). Ainda para essa
substancia (11), observou-se um simpleto em cerca de 62,98 referente aos hidrogénios do
carbono 10 (C-10, 4H). Outros dois simpletos foram observados em &7,78 (2H) e 89,21
(2H) referentes a H-8 e OH, respectivamente. J& para o derivado 7, em 66,97 e 66,73,
foram observados um dupleto e um simpleto referentes aos hidrogénios aromaticos H-3
(2H) e H-5 (*J= 1,44 Hz; 2H), nesta ordem. Somado a isso, observou-se dois dupletos
largos referentes aos hidrogénios H-8 (66,82; 2H) e H-9 (67,84; 2H), caracteristicos de
um acoplamento em trans com uma constante de acoplamento maior (3J= 16,48 Hz),

sendo padrdo neste trabalho para os derivados cuja cetona utilizada foi a acetona.

Cabe ressaltar que a simetria das moléeculas justificam as integrais duplicadas,
provando assim que os derivados obtidos foram dissubstituidos, como proposto no

trabalho e observado nos espectros do ANEXO 2.

Nos espectros de RMN de *C (ANEXO 2) dessas mesmas substancias, observou-
se em 055,90 o sinal relativo ao carbono do grupo metoxila (OCHs; 2C), além dos sinais

referentes aos carbonos da cadeia alilica do eugenol e carbonos aromaticos, sendo 0s
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primeiros em torno de 639,22 (CH2-CH=CHa; 2C), 6127,06 (CH2-CH=CH,; 2C) e
8115,72 (CH2-CH=CHz, 2C) e, em sequéncia, sinais em 6113,39 (C-3; 2C) e 6120,52 (C-
5; 2C). Em aproximadamente 6147,65; 6145,06; 6130,19 e 122,49, observou-se 0s sinais
referentes aos carbonos aromaticos nao hidrogenados do fenol, sendo em sequéncia: C-2
(2C), C-7 (2C), C-4 (2C) e C-6 (2C). Tratando-se da substancia 11, foram também
observados sinais referentes aos carbonos C-8, C-9 e C-10 em 6137,90 (2C); 6136,56
(2C) e 626,65 (2C), nesta ordem, e um sinal caracteristico em 195,30 (1C) referente ao
carbono carbonilico da cetona. Ja no derivado 7, os sinais relativos aos carbonos C-8 e C-
9 apareceram em 6138,35 (2C) e 6128,01 (2C), respectivamente, enquanto que o carbono
carbonilico da cetona foi registrado em 6199,31 (1C). Os subespectros DEPT-135
(ANEXO 1) dos derivados sintetizados auxiliaram na confirmacdo das atribuicdes feitas

nos espectros de RMN de 3C.

5.2.4. Caracterizacdo quimica dos derivados do diidroeugenol (8 e 12)

Nos espectros de RMN de *H dos derivados 8 e 12 (ANEXO 3), foram observados
sinais caracteristicos da cadeia lateral propilica do diidroeugenol, com um sexteto em
aproximadamente 81,60 (CH,-CHo-CH3; %)= 7,52 Hz; 4H), um tripleto em
aproximadamente 50,91 (CH2-CH2-CHs; J= 6,88 Hz; 4H) e um multipleto em torno de
82,52 (CH2-CH>-CHs; 4H). Observou-se também simpletos em aproximadamente 83,82
referentes aos hidrogénios das metoxilas (OCHs; 6H). Para o derivado 12, observou-se
dois simpletos em 66,96 (2H) e 86,87 (2H) referentes aos hidrogénios aromaticos H-3 e
H-5, que apareceram devido ao acoplamento aromatico tipo *J (meta H-5). Ainda para
essa substancia, observou-se um simpleto proximo de 62,99 (4H) referente aos
hidrogénios do carbono 10 da cetona correspondente (nucleo ciclopentanénico). Outros
dois simpletos foram registrados em 89,08 (2H) e 87,79 (2H), referentes aos hidrogénios
das hidroxilas e aos hidrogénios H-8, respectivamente. Ja para o derivado 8, foram

observados dois sinais caracteristicos de acoplamento de hidrogénios trans em 67,92 (2H)
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e 87,24 (2H), com 3J= 16,08, referentes a H-8 e H-9, sequencialmente. Os hidrogénios

aromaticos H-3 e H-5 foram registrados em 67,11 (2H) e 66,86 (2H), respectivamente.

Ressalta-se que, devido a simetria da molécula, as integrais encontraram-se
duplicadas, provando que o produto formado é dissubstituido, como proposto no trabalho
e observado nos ANEXO 3

Nos espectros de RMN de C (ANEXO 3) dessas mesmas substincias,
observaram-se a aproximadamente 656,34 o sinal relativo ao carbono do grupo metoxila
(OCHs; 2C), além dos sinais referentes aos carbonos da cadeia propilica do diidroeugenol
e carbonos hidrogenados do anel aromatico, sendo os primeiros em torno de 637,54 (CH»-
CH>-CHoy; 2C), 624,72 (CH2-CH>-CHpy; 2C) e 614,13 (CH2-CH2-CHy; 2C) e os ultimos
em 6113,83 (C-3; 2C) e 6120,83 (C-5; 2C). Em aproximadamente 5147,99; 5145,21;
8133,02 e $122,77, observou-se os sinais referentes aos carbonos aromaticos néo
hidrogenados, sendo em sequéncia: C-2 (2C), C-7 (2C), C-4 (2C) e C-6 (2C). Foram
também observados sinais referentes aos carbonos C-8, C-9 e C-10 em 127,64 (2C);
8136,96 (2C) e 626,57 (2C), nesta ordem, e um sinal caracteristico em 199,77 (1C)
referente ao carbono carbonilico da cetona. Os subespectros DEPT-135 (ANEXO 3) dos
derivados sintetizados auxiliaram na confirmacao das atribuicGes feitas nos espectros de
RMN de *C.

5.2.5. Caracterizacdo quimica dos derivados da o-vanilina (9 e 13)

OH (@] OH OH (@] OH
o 7 8 8 . I7 o o 7 8 8 o 7 o
17 26\9 10 9/ 2 S 7 26 \99/ 2 >y
3 5 5 3 3 5 10 10 5 3
4 9 4 4 13 4

Nos espectros de RMN de 'H dos derivados 13 (ANEXO 4), observou-se um
simpleto em 69,30 referente aos hidrogénios das hidroxilas (OH; 2H) e outro simpleto em
67,81 referente ao H-8. Considerando o anel aromatico, foi possivel observar dois duplos
dupletos em 87,16 (2H; 3 = 7,96 Hz; 3 = 1,12 Hz; H-3) € 87,03 (2H; %) =8,12 Hz; 4J =
1,20 Hz; H-5) e um tripleto em 56,86 (2H; 3J = 8,0 Hz; H-4). Os hidrogénios da metoxila
(OCHBg; 6H) apareceram em 63,83 com um simpleto, enquanto o simpleto correspondente
aos hidrogénios H-10 da cetona (ciclopentanona) apareceu em 62,99 (4H). Ja para o

derivado 9, foram observados dois dupletos caracteristicos de acoplamento de
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hidrogénios trans em §7,96 (2H) e 57,26 (2H), com 3J= 16,08, referentes a H-8 e H-9,
sequencialmente. Os hidrogénios aromaticos 3 e 5 foram registrados em 87,02 (2H; 3J=

7,92) e 87,30 (2H; 3J= 7,80), respectivamente.

No espectros de RMN de **C dos derivados 9 e 13 (ANEXO 4), observou-se um
sinal em 855,94 referente aos carbonos das metoxilas (OCHs; 2C). Em 6147,76 (2C),
8146,76 (2C), 122,76 (2C), foram registrados os sinais referentes aos carbonos nédo
hidrogenados do anel aromatico, sendo em sequéncia: C-7, C-2 e C-6, ao passo que 0s
carbonos aromaticos hidrogenados C-3, C-4 e C-5 apareceram em 112,98 (2C), 118,90
(2C) e 8121,11 (2C), respectivamente. Os carbonos C-8, C-9 e C-10 foram registrados
em 6127,01 (2C), 8136,69 (2C) e 626,04 (2C), respectivamente. Para o derivado 13,
observou-se um sinal caracteristico do carbono carbonilico da cetona correspondente
(ciclopentanona) em §195,92 (1C), enquanto que para o derivado 9, o sinal carbonilico

foi registrado em 6188,06 (1C).

5.2.6. Caracterizacdo quimica dos derivados do salicilaldeido (10 e 14)

OH O OH OH @] OH
6 7 7 s |s 6 7 7 5 6
1 1
satssRervas
2 4 4 2 2 4 9 9 4 2
3 3 3 3
10 14

O espectro de RMN de 'H do derivado 14 (ANEXO 5) apresentou um simpleto
em 510,17 correspondente as hidroxilas (OH; 2H) e outros dois simpletos em 57,80
referente aos hidrogénios H-7 (2H) e 63,01 correspondente ao H-9 (4H). Quanto aos
hidrogénios aromaticos, observou-se: um dupleto duplo em 87,54 (2H; 3J = 7,88 Hz; 4J =
1,44 Hz; H-1), um multipleto em 57,24 (2H; H-3), um dupleto duplo em 56,94 (2H; 3J =
8,20 Hz; 4J = 1,04 Hz; H-4) e um multipleto em 56,89 referente ao H-2 (2H). Ja no
espectro da substancia 10 (ANEXO 5), observou-se dois dupletos em 67,93 (2H) e 67,78
(2H) referentes aos hidrogénios H-7 e H-8, respectivamente, com padrdo de acoplamento
tipicos de H trans, com 3J - 16,48 Hz. Quanto aos hidrogénios do anel aromatico,
observou-se: dois dupletos duplos em §7,70 (2H; 3J = 7,80 Hz; 4 = 1,52 Hz; H-1) e em
57,59 (2H; 3J = 7,84 Hz; *J = 1,56 Hz; H-4), um multipleto em 57,25 (2H; H-3) e um
dupleto triplo em 86,93 (2H; 3J = 6,70 Hz; *J = 0,96 Hz; H-2).
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O espectro de RMN de 13C do derivado 14 (ANEXO 5) apresentou um sinal em
8195,36 caracteristico de carbonila de cetona (ciclopentanona, 1C), sinais em 8157,51
(2C), 6136,47 (2C) correspondentes aos carbonos ndo hidrogenados do anel aromatico,
sendo eles C-6 e C-8, em sequéncia, ao passo que os carbonos aromaticos hidrogenados
apareceram em $119,21 (2C), 6129,53 (2C). 6115,76 (2C), 6126,95 (2C) sendo C-1, C-
2, C-3 e C-4, respectivamente. Além disso, observam-se sinais referentes aos carbonos
C-7em 6131,01 (2C), C-8 em 6136,47 (2C) e em 626,14 correspondente aos carbonos C-
9 (2C). Ja no espectro do derivado 10 (ANEXO 5), os sinais referentes aos carbonos
aromaticos hidrogenados encontram-se em §116,22 (2C), 6128,77 (2C). 120,93 (2C),
6128,64 (2C), sendo C-1, C-2, C-3 e C-4, nesta ordem, enquanto que os carbonos néo
hidrogenados aparecem com sinais em 6156,91 (2C; C-6) e 6125,41 (2C; C-5). O carbono
carbonilico caracteristico da acetona foi registrado em 188,73 e os carbonos C-7 e C-8

apareceram em 8138,49 e 56126,61, respectivamente.

5.3. Resultados das avaliagdes do potencial bioldgico in vitro das substancias
sintetizadas

A acdo bioldgica in vitro dos derivados finais (7- 14) esta sendo avaliada quanto
ao potencial antibacteriano sobre espécies de Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Micrococcus luteus, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Amanda Latércia Tranches Dias (UNIFAL-MG), bem
como a avaliagdo do potencial tripanocida, ainda em andamento, sobre formas
epimastigotas da cepa Y do Tripanosoma cruzi, sob responsabilidade da Profa. Dra.
Marta de Lana (UFOP-MG).

Ja o potencial antitumoral das substancias 7, 10, 11, 12, 13 e 14 foi avaliado sobre
linhagens de células HelLa, T24 e TOV-21G por meio do ensaio colorimétrico do MTT
sob responsabilidade do Prof. Dr. Geraldo Célio Branddo (UFOP-MG) e executado pela
doutoranda Adriana Cotta Cardoso Reis (UFOP-MG). Os resultados das avaliagOes do
potencial antitumoral encontram-se na Tabela 5, expressos em valores de ICso
(concentracdo da substancia que inibe 50% do crescimento celular). Nos ensaios foi

utilizado como controle positivo a Podofilotoxina.
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Tabela 5:Citotoxicidade (MRC-5, HeLa, T24 e TOV-21G), e respectivos desvios padrdes (n=3) e indice de
seletividade (IS), das substancias de sintese, realizada por meio do ensaio colorimétrico do MTT

- CCso (UM)

SUBSTANCIA —\rcs Hela B T24 IS | TOv-21G | IS
12 105,99 + 1,99 1712'g'; * 1 062| 2913+135 | 146 | 4545+1,76 | 2.33
7 37564125 | 7.07+185 | 531 | 11.66+139 | 322 | 2733 +1.24 | 1,37
11 5010£136 |7075+1.25| 071 | 11,66+143 | 43 | 4029 +1,71 | 1,24
10 13404131 | 204+145 | 659 | 229+168 | 585 | 274+138 | 4,88
14 4775+145 | 8854155 | 539 | 1774+141 | 2.69 | 471+143 |1012
13 6013+ 118 | >10000 | 022 | 3388+140 | 1.78 | 73,35+ 1.62 | 0.82

Podofilotoxina | 0,3231 + 1,49 O’iljg * 1104 | 00062+1,43 |51,72|00117 +1,75 | 27,9

IS (indice de seletividade): MRC-5/Linhagem celular tumoral

Dentre os resultados apresentados na Tabela 5, observou-se que todas as
substancias foram citotdxicas frente a linhagem de células normais (MRC-5), com ICsg
variando de 13,40-105,99 uM, com destaque para os derivados 10 (mais citotdxico) e 12
(menos citotdxico), sugerindo que a presenca da cadeia propilica e do grupo metoxila do
derivado 12 diminui o efeito toxico frente as células normais quando comparado aos

demais produtos.

Observou-se também que dentre os derivados avaliados, aqueles que apresentaram
maior atividade foram: 7, 14 e 10, tratando-se da linhagem de células HelLa (ICso de 7,07
MM; 8,85 UM e 2,04 uM, respectivamente), e da linhagem T24 (ICso de 11,66 uM; 17,74
UM e 2,29 uM, respectivamente); 14 e 10 para a linhagem TOV-21G (ICso de 4,71 uM;
2,74 uM respectivamente).

Dentre todas as substancias analisadas, pode-se obter informacdes preliminares
acerca da relacéo estrutura-atividade entre os derivados da ciclopentanona e da acetona,
sendo que a atividade é maior naqueles derivados da segunda cetona, comprovando que
0 maior numero de carbonos e a ciclizacdo da molécula interfere negativamente na

atividade antitumoral das moléculas.

Além das diferentes cetonas utilizadas, foi proposta nesse trabalho a variagdo das
cadeias laterais do eugenol, diidroeugenol, o-vanilina e salicilaldeido para avaliar a
importancia das mesmas na atividade do derivado. Pelos dados apresentados, observa-se
gue a auséncia da metoxila e da cadeia lateral alilica ou propilica aumentou a atividade

antitumoral das substancias 14 e 10.
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O indice de seletividade entre a linhagem celular normal (MRC-5) e as linhagens
celulares tumorais, mostrou-se interessante para os derivados com maior atividade (7, 14
e 10), sendo superiores aos apresentados pelo controle positivo (Podofilotoxina) para a

linhagem de células HeLa, como demonstrados na Tabela 5.
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6. CONCLUSOES

Foram sintetizados, purificados e caracterizados quimicamente, 8 derivados a.,f3-
insaturados do eugenol e analogos. De acordo com os resultados apresentados, pode-se
concluir que as substancias propostas apresentaram citotoxicidade para células sadias,
exceto a substancia 12, derivada do diidroeugenol e acetona. Entretanto, o indice de
seletividade (IS), quando comparado com células tumorais foi interessante,
principalmente para as substancias 7, 14 e 10, que apresentaram os seguintes valores de
IS: 5,31, 5,39 € 6,59, respectivamente, para a linhagem de células HeL a; 3,22, 2,69 e 5,85,
respectivamente, para a linhagem T24. As substancias 14 e 10, derivadas do salicilaldeido
com ciclopentantona e acetona, respectivamente, apresentaram IS de 10,12 e 4,88, 0 que
torna as substancias sintetizadas interessantes candidatos para futuras modificacdes
quimicas com o objetivo de se obter candidatos a novos farmacos antitumorais mais

potentes e menos tOXicos.
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8. ANEXOS

Anexo 1
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8.2. Anexo 2
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Anexo 3
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Anexo 4
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