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Introducéo

Estudos apontam que as doengas infecciosas tém sido uma das principais razdes de
mortalidade em populagdes de paises em desenvolvimento ao longo da histéria (Baker et al.,
2022), e que a resisténcia bacteriana a antibioticos é atualmente um dos grandes problemas de
salde puablica, uma vez que muitas bactérias que anteriormente foram inibidas por
antibioticos comumente utilizados, acabam perdendo a resposta a esses mesmos agentes
(Loureiro et al., 2016). Esse fato traz a tona, que existe uma busca por novos compostos com
atividade antimicrobiana, especialmente diante da crescente preocupacdo com a resisténcia
microbiana e o aumento das infecgcdes hospitalares (Terreni; Taccani; Pregnolato, 2021).

Ao longo dos milénios, os seres humanos tém usado as plantas e animais como
agentes terapéuticos para prevenir e tratar doencas, demonstrando uma estreita relacéo entre o
uso das plantas e sua propria evolucdo. Esse legado historico ressalta a importancia da
preservacdo e do estudo da biodiversidade para o desenvolvimento de novos tratamentos e
medicamentos. Nos ultimos anos, uma atencdo crescente tem sido dada a busca de novos
medicamentos baseados em produtos naturais, uma vez que estes compostos representam uma
alta diversidade estrutural e de bioatividade (Nasim; Sandeep; Mohanty, 2022).

O eugenol, também denominado como 4-alil-2-metoxifenol de acordo a IUPAC, é um
composto aromatico que estd presente em diversas plantas, como folhas de canela
(Cinnamomum verum), folhas de louro (Laurus nobilis), entre outros, porém esse composto é
encontrado em maior quantidade no cravo-da-india (Syzygium aromaticum). Devido suas
propriedades, facil obtencdo, baixo custo e seguranca, este composto tem sido amplamente
empregado na industria farmacéutica, alimenticia, agricola e cosmética (Silva et al., 2018). As
propriedades biolodgicas do eugenol incluem as atividades anti-inflamatoria, antioxidante,
analgésica, anti-hiperglicémica, antiplaguetaria, antitumoral e leishmanicida (Ulanowska;
Olas, 2021).

Alem disso, o eugenol exibi agdo antimicrobiana contra diversos patégenos humanos,
incluindo um amplo grupo de bactérias e fungos Gram-positivos e Gram-negativos e uma
série de parasitas. Investigaches sobre o mecanismo antibacteriano do eugenol tem
demonstrado que este composto atua danificando a membrana e a parede celular de bactérias,
resultando no vazamento de componentes intracelulares (Jeyakumar; Lawrence, 2021). Tais
propriedades do eugenol tem impulsionado a sintese e avaliagdo antimicrobiana de novos
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derivados desse produto natural, como os estudos relatados por Dandge et al., (2024) e Trejo-
Carbajal (2023) (Figura 1).

Figura 1. Derivados do eugenol com agdo antimicrobiana relatados recentemente.
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Dessa forma, realizamos a sintese, avaliagdo antimicrobiana e estudo ADME
(Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo e Excregdo) in silico de um derivado do eugenol
visando a obtencdo de um novo farmaco com acéo antibiotica.

Material e Métodos
Extracdo do eugenol

O eugenol foi obtido a partir da hidrodestilagdo do cravo da india seguida da extracéo
acido base do 0Oleo essencial obtido. Foram adicionados em um baldo de destilacdo 25 g de
cravo e adicionou-se 100 mL de agua destilada. A destilagdo seguiu até ser recolhido, no
erlenmeyer, 50 mL da mistura 6leo/agua. A mistura foi entdo extraida com 20 mL de CHCl..
A fase organica foi extraida com uma solugdo aquosa de NaOH 5% (20 mL). A fase aquosa
foi acidificada com uma solucéo aquosa de HCI diluido até pH = 2, em seguida a fase aquosa
foi extraida novamente com CHCl, (20 mL). A fase organica foi seca com Na,SO4 anidro,
filtrada e o solvente foi evaporado sob pressédo reduzida.

Sintese do derivado cloroacetil eugenol

Uma mistura de eugenol (1 mmol, 164,2 mg) e trietilamina (1 mmol, 101,1 mg, 0,726
g/mL, 0,14 mL) em diclorometano anidro (15 mL) foi resfriada em uma temperatura de O a -
5°C. O Cloreto de cloroacetil (1 mmol, 112,9 mg; 1,42 g/mL, 0,079 mL) em diclorometano
seco (5 mL) foi adicionado gota a gota a esta mistura de reacdo com agitacdo constante
durante um periodo de 1 hora, mantendo uma temperatura constante. A mistura de reacdo foi
entdo agitada a temperatura ambiente por mais 5 horas e depois lavada com HCI a 5% e
solucdo de hidroxido de sddio a 5%. A camada organica foi lavada com NaCl aquoso
saturado, seca com sulfato de magnésio anidro e filtrada. O solvente foi entdo removido sob
pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado por uma coluna de silica gel para gerar o
correspondente derivado de eugenol cloroacetil.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

O ensaio de susceptibilidade foi realizado pela metodologia da microdiluicdo em
caldo para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) segundo o National
Committee for Clinical Laboratory Standards-NCCLS (2002; 2003). A determinagdo da
CIM foi feita em placas de 96 pocos estéreis, proprias para microdiluicdo. Todos 0s ensaios
foram realizados em duplicata e 0s mesmos repetidos duas vezes. As linhagens de bactérias
foram obtidas da Colecdo de Microrganismos do Departamento de Antibidticos da
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Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA). Para este ensaio foram utilizadas trés
bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (UFPEDA 01), Enterococcus faecalis
(UFPEDA 138) S. Pyogenese (ATCC 19615).

Estudo das propriedades ADME

As propriedades de adme foram calculadas através do servidor online ADMETIab 2.0
e  SwissADME, disponivel em https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/index e
http://www.swissadme.ch, respectivamente. Estes softwares possibilitam o calculo de
importantes propriedades fisico-quimicas da molécula. Estes parametros foram utilizados para
avaliar o padrdo de biodisponibilidade tedrica do composto, baseando-se na “Regra dos
Cinco” desenvolvida por Lipinski.

Resultados e Discussao

A extragdo do eugenol foi realizada a partir do cravo-da-india por meio do método de
hidrodestilacao, seguindo o protocolo de GAZOLLA et al. (2018) com algumas modificaces.
Na hidrodestilagdo, o cravo da india a ser destilado fica em contato direto com a agua, e
quando esta entra em ebulicdo, arrasta os compostos volateis consigo inclusive o 0leo, e
quando condensa, forma uma mistura heterogénea, com duas fases, devido a diferenca de
polaridade e densidade entre a agua e o 6leo. O eugenol foi obtido na forma de um dleo
viscoso incolor em um rendimento de 5% a partir de 20g de cravo da india. A caracterizacdo
do composto foi realizada a partir de RMN de H e *C e os dados estdo de acordo com os
dados da literatura (KHALIL et al., 2017).

Uma vez realizado a obtencdo do eugenol, a proxima etapa do trabalho foi realizar a
sintese do cloroacetil eugenol. Este composto foi obtido através da reacdo de substituicdo
nucleofilica acilica entre o eugenol e o cloreto de 2-cloro-etanoila. A reacéo foi realizada em
meio basico empregando a trietilamina e solubilizada em diclorometano, de acordo com o
método de Ali et al. relatado em 2016 (Esquema 1).

Esquema 1. Modificacdo do eugenol visando a producdo de um novo derivado com potencial
atividade antimicrobiana.
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Como mostrado no esquema 1, o cloroacetil eugenol foi obtido na forma de um 6leo
viscoso amarelo em um tempo de 6,0 h e com um bom rendimento (85%).

A estrutura do cloroacetil eugenol foi elucidada através de diferentes técnicas
espectrais. Preliminarmente, o composto formado foi analisado através da técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massas (GC-MS). O cromatograma
apresentou apenas um pico com um tempo de retencdo de 13,42 min, constatando a pureza do
composto.
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O espectro de massa do cloroacetil eugenol (Figura 2) foi obtido pelo método de
ionizacdo por elétrons (EI-MS) com feixe padrdo de 70 eV. O EI-MS mostra o pico do ion
molecular [M]* com m/z = 240,1, que corresponde ao peso molecular do cloroacetil eugenol
(PM = 240,06 g/mol). Um outro dado do espectro de massa que corrobora a formagdo do
cloroacetil eugenol é a presenca do pico [M + 2]* com valor de m/z = 242,1. Como o cloro
contém dois is6topos naturais, o **Cl e 0 *'Cl. A abundéncia na natureza desses dois is6topos
é de aproximadamente 75% do *°Cl e 25% para 0 3Cl, e dessa forma, os espectros de massas
de substancias contendo um atomo de cloro apresenta um pico [M + 2]* com uma intensidade
que é de um terco do pico [M]*, como mostrado no espectro do cloroacetil eugenol na figura
2.

Figura 2. Espectro de massa do cloroacetil eugenol.
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A andlise do EI-MS mostrou a fragmentacdo esperada para o cloroacetil eugenol, de
acordo com a proposta apresentada na figura 3. Para explicar a formacao do céation radical |
com m/z = 164,1 (pico base) sugerimos que ap6s a formagédo do pico ion molecular [M]™, este
sofre um rearranjo de McLafferty levando a perca da molécula CI-CH=C=0. Assumimos que
na estrutura | ocorre uma quebra hemolitica da ligacdo O-C com liberacdo do radical metila
(*CHa) levando ao ion Il com m/z = 149,1.

Figura 3. Fragmentagdo proposta para o cloroacetil eugenol.
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Uma vez sintetizado o cloroacetil eugenol, deu-se inicio ao estudo das atividades
antibacterianas, utilizando as bactérias S. aureus, S. pyogenese, E. faecalis e E. coli
empregando método de microdiluicdo em caldo visando a determinacdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM). Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de um
antimicrobiano para uma cepa especifica implica identificar a menor dose do farmaco que
consegue inibir o crescimento da bactéria em anélise. Em outras palavras, € realizado um teste
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quantitativo para avaliar a suscetibilidade. De forma geral, quanto menor a CIM, maior a
eficacia do antimicrobiano, e quanto mais potente for o antimicrobiano, menores serdo as
chances de selecionar células bacterianas resistentes (Ferreira, et al 2020). Os resultados
desses experimentos sdo importantes para comparacGes com valores de atividade outros
antibidticos. Na tabela 1 podem ser analisados os resultados dos ensaios.

Tabela 1. Avaliagdo da atividade antibacteriana do 0 cloroacetil eugenol por meio da determinagdo
do CIM (pg/mL).

Bactérias
Composto
E. faecalis S. aureus S. pyogenese E. coli
(0}
O)J\/m
-0 500 250 500 500
=

De acordo com a tabela 1, o cloroacetil eugenol obteve bons resultados de CIM para
todas as bactérias testadas, de acordo com a literatura uma boa atividade antimicrobiana tem
valores entre 50-500 pg/mL, uma atividade moderada de 500-1500 pg/mL e baixas atividades
acima de 1500 pg/mL.

A predicdo de propriedades farmacocinéticas como absorcdo, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo (ADME) € uma das etapas mais importante no processo de
descoberta de novos medicamentos, uma vez pode fornecer uma oportunidade para prever o
desempenho de determinado composto em um ambiente in vivo (Daina; Michielin; Zoete,
2017). Neste estudo, o software online ADMETIlab 2.0 foi empregado para prever as
caracteristicas fisico-quimicas do cloroacetil eugenol, um derivado do produto natural
eugenol.

Os dados tedricos obtidos, incluindo peso molecular (MM), area de superficie polar
topoldgica (TPSA), coeficiente de particdo (log P), volume (Vol), nimero de doadores de
hidrogénio (nDLH), nimero de aceitadores de hidrogénio (nALH), nimero de ligacdes
rotativas (nRot) séo apresentadas na tabela 2.

De acordo com a regra de cinco de Lipinski, um bom candidato a farmaco ndo deve
violar mais do que um dos seguintes critérios: (1) peso molecular menor que 500 Daltons; (ii)
nimero maximo de cinco grupos doadores de ligacdo hidrogénio; (iii) numero maximo de
cinco grupos aceitadores de ligacdo hidrogénio; (iv) o coeficiente de particao inferior a 5; (v)
e uma area de superficie polar total (TPSA) que ndo deve ser superior a 140. A absor¢édo
prevista foi de 96,7%, calculada através da equacdo %ABS= 109 - (0.345 x TPSA), sugerindo
uma forte biodisponibilidade oral para o cloroacetil eugenol. Conforme mostrado na tabela 2,
o cloroacetil eugenol é compativel com estas regras. Estes resultados revelam que o composto
pode apresentar propriedades fisico-quimicas adequadas o que aumenta a sua importancia
farmacoldgica.
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Tabela 2. Anélise das propriedades ADME e de toxicidade do cloroacetil eugenol.

Parametros Fisico-Quimicos, Solubilidade e Absorgao

MM TPSA LogP Vol nDLH nALH nRot %ABS vLip
240,06 | 35,54 2,705 235,951 0 3 6 96,7 0

Farmacocinética

AGI BBB CYP1A2 | CYP2C19 | CYP2C9 | CYP2D6 | CYP3A4 | P-gp LoKp

(cm/s)

alto sim sim sim nao nao nao nao -5,69
Toxicidade

Hepatoxicidade | Carcinogenicidade Irritac&@o nos olhos Toxicidade respiratoria

MM = massa molar; TPSA = Area de superficie polar topoldgica; LogP = coeficiente de partigdo; Vol = volume; nDLH =
numero de doadores de ligagdes de hidrogénio; nALH = nimero de aceitadores de ligagdes de hidrogénio; nRot = nimero
de ligagOes rotativas; %ABS = absorgdo; vLip: violagdes de Lipinski; AGI = absorgdo gastrointestinal; BBB = Barreira
hematoencefdlica; CYP = enzimas citocromo P450; EEEE altamente toxico; pouco téxico; EE o0 toxico

Do ponto de vista farmacocinético, o cloroacetil eugenol inibe as enzimas CYP1A2 e
CYP2C19, enquanto que para as enzimas CYP2D6, CYP2D6 e CYP3A4, nao foi previsto a
inibicdo, de acordo com os célculos obtidos atraves do SwissADME. O citocromo P450 (CYP)
sdo importantes enzimas hepaticas responsaveis pelo metabolismo de varios medicamentos.
Por outro lado, o composto apresentou alta absorcéo gastrointestinal (AGI), que € um fator
importante para medicamentos orais eficazes, e boa permeacdo da barreira hematoencefalica.
A toxicidade do cloroacetil eugenol também foi avaliada por meio do ADMETIab 2.0. Um
dos principais fatores que inviabiliza que compostos bioativos recém-sintetizados se tornem
medicamentos € a identificacdo in vivo da sua toxicidade. As previsdes de toxicidade por
meio de estudos in silico podem fornecer uma estimativa precoce da margem de seguranca
dos compostos bioativos. De acordo com a tabela 2, os resultados da predi¢do da toxicidade
indicaram que a cloroacetil eugenol é seguro no que diz respeito a hepatoxicidade e apresenta
baixa carcinogenicidade, embora tenha apresentado alta irritacdo nos olhos e toxicidade
respiratoria.

Conclusbtes

Com base nos resultados apresentados, podemos concluir que a extracdo bem sucedida
do eugenol a partir do cravo-da-india, a sintese do derivado do eugenol alcangcada com bom
rendimento, aliada a conformidade do composto avaliado com os critérios da regra de cinco
de Lipinski, sugere que o cloroacetil eugenol tém um potencial promissor para apresentar um
perfil, sintético e farmacoldgico favoravel. Além disso, a determinar a concentracdo inibitoria
minima (CIM) reforca sua relevancia na pesquisa farmacéutica, evidenciando sua eficacia
contra os patdgenos S. aureus, S. pyogenese, E. faecalis e E. coli. Isso destaca ndo apenas a
viabilidade da sintese desse derivado sintético do eugenol para possiveis aplicacfes
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terapéuticas, mas também sua importancia no desenvolvimento de novas opgdes
antimicrobianas.
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