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1. INTRODUCAO

InfeccBes fungicas e bacterianas representam hoje um grande problema de
saude publica. Apesar da enorme gama de farmacos antimicrobianos disponiveis,
assim como de sua evolucdo quimica-medicinal, o uso indiscriminado destes
medicamentos resultou no surgimento de patégenos resistentes (LIVERMORE,
2005). Neste contexto, a necessidade permanente do desenvolvimento de novos
farmacos a serem utilizados no combate e/ou controle dos processos infecciosos
causados por estes microrganismos permanece muito relevante no contexto
cientifico mundial.

A variedade dos metabdlitos secundarios encontrados na natureza
representa uma ferramenta essencial na descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos, tornando-se uma inspiracdo para os pesquisadores, em funcdo da sua
diversidade quimica estrutural (NICOLAQOU et al., 2009).

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) € uma substancia aromatica natural,
farmacologicamente ativa, presente em O6leos essenciais vegetais. Dentre as
plantas produtoras, destacam-se: Eugenia caryophylata, “cravo-da-india”;
Dicipelium cariophyllatum, “craveiro do Maranhdo ou cravinho”; Ocimum
gratissimum, “alfavaca-cravo”; e o Croton zenhtneri, “canela-de-cunha”; entre
outras (MAGALHAES, 2009; NAGABABU et al., 2010).

O eugenol possui diversas propriedades farmacoldgicas ja comprovadas,
incluindo  atividades antifiungica e antibacteriana (RAKOTONIRAINY;
LAVEDRINE, 2005; MAGALHAES, 2009). Assim, a busca pela otimizacédo e
aumento das atividades biologicas do eugenol através de modificacdes estruturais
tem se mostrado bastante interessante para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos para aplicacao clinica.

Este trabalho teve como objetivo projetar e realizar modificagdes estruturais
no eugenol, buscando a obtencdo de analogos bioativos e, posteriormente, avaliar
seus derivados com relacdo ao seu potencial antimicrobiano, através da
determinacdo da concentracdo inibitéria de 50% (ICsp), concentracao inibitéria
minima (CIM) e concentracdo microbicida minima (CMM).

2. METODOLOGIA

O eugenol utilizado para a semi-sintese dos derivados foi obtido
comercialmente e as modificagbes moleculares foram realizadas no Laboratorio
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de Heterociclos Bioativos e Bioprospeccdo da Universidade Federal de Pelotas.
Reacdes de O-acilacdo (Esquema 1) e O-alquilacdo (Esquema 2) da hidroxila
fendlica foram efetuadas, obtendo-se uma série de substancias com
caracteristicas fisico-quimicas diferentes e potencial atividade nos ensaios
bioldgicos, permitindo o delineamento das relagdes estrutura-atividade desses

compostos.
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Esquema 2- Reacdes de O-alquilacdo da hidroxila fendlica

A atividade antimicrobiana de dez concentracdes (1 a 500ug/ml) desses
compostos foi avaliada sobre doze cepas de carater patogénico: Staphylococcus
aureus ATCC 19095, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Enterococcus
faecalis ATCC 4083, Escherichia coli ATCC 29214, Candida albicans ATCC
62342 e isolados clinicos orais de espécies de Candida albicans (3) e C. néo-
albicans: C. parapisilosis, C. glabrata, C. lipolytica e C. famata, isoladas da
cavidade bucal de pacientes com Candidiase Atrofica Cronica (CAC) atendidos no
Centro de Diagnéstico de Doencas da Boca da Universidade Federal de Pelotas e
armazenadas na Micoteca do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Odontologia UFPel.

Os ensaios de susceptibilidade foram realizados pela técnica de
microdiluicdo em caldo, utilizando os documentos de referéncia M27-A3 (CLSI,
2008) e M7-A7 (CLSI, 2006). Controles de viabilidade microbiana e esterilidade do
meio e dos compostos foram incluidos. Fluconazol e tetraciclina foram farmacos
utilizados como referéncia. Todos os ensaios foram realizados em triplicada.

O efeito antimicrobiano foi caracterizado por valores de ICs, a
concentragdo que proporciona 50% de inibicho do crescimento dos
microrganismos em relacdo ao controle de crescimento; e valores de CIM, a
menor concentracdo que inibe totalmente o crescimento de bactérias/fungos. Os
valores de ICsy foram determinados por regressdo ndo linear. Apos a
determinacéo da CIM, a CMM foi determinada pela subcultura em placas de agar.
A CMM foi definida como a menor concentragcdo de cada composto que resultou
na auséncia de crescimento celular na superficie das placas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quatorze derivados do eugenol foram obtidos através das reacfes de O-
acilacdo e O-alquilagdo da hidroxila fendlica (Tabela 1). Os compostos foram
obtidos com bons rendimentos e de forma rapida.
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Os resultados da avaliacdo antimicrobiana mostram valores de ICsy entre
1,92 e >500ug/ml para bactérias e entre 23,79 e >500ug/mL para fungos; e
CIM/CMM entre 125 e >500ug/mL para ambos.

O composto 11 (CIM de 250-500ug/mL) mostrou efeito antibacteriano
superior ao eugenol (CIM de 500-> 500ug/mL) sobre as quatro cepas de bactérias
testadas. Os compostos 18 e 28 revelaram melhor efeito sobre Staphylococcus
aureus (CIM de 125 pg/mL) e Enterococcus faecalis (CIM de 125 pg/mL)
comparado ao eugenol (CIM de 500ug/mL para Staphylococcus aureus e
>500ug/mL para Enterococcus faecalis).

Os compostos 13, 15 e 17 demonstraram atividade antifungica superior ao
eugenol sobre cepas de Candida albicans e C. ndo-albicans. Além disso, os
compostos 13 e 15 melhor efeito antifungico/fungicida que o Fluconazol (farmaco
padrdo), sobre C. albicans ATCC 62342 e um isolado clinico oral da mesma
espécie, que mostraram-se resistentes ao farmaco. O composto 15 também foi
equipotente ao Fluconazol sobre o isolado clinico de C. glabrata (CIM de 125
png/mL).

O composto 12 (CIM de 125 pg/mL e CMM de 250 pg/mL) mostrou-se mais
antifingico/fungicida que o eugenol (CIM de 500 pg/mL e CMM >500ug/Ml) sobre
C. parapsilosis. O efeito antifungico do composto 29 (CIM de 125 pg/mL) foi
superior ao eugenol (CIM de 250 pg/mL) sobre os isolados clinicos de C.lipolytica
e C.famata.

Os derivados que apresentaram atividades promissoras podem possuir
substituidos a hidroxila 1 do eugenol tanto grupamentos acilas (compostos 11, 12,
13, 15, 17 e 18), variando, sobretudo, a posicdo e eletronegatividade dos
substituintes da cadeia; quanto grupamentos alquilicos (compostos 28 e 29),
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variando, sobretudo, o tamanho da cadeia lateral. Assim, ambas caracteristicas
parecem favorecer a atividade antimicrobiana.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram a bioatividade de derivados do eugenol
sobre cepas de fungos e bactérias, abrindo novas possibilidades de estudos com
a finalidade de comprovar sua eficacia como possiveis agentes antimicrobiano.
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