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RESUMO

COSTA, A. K. B. Estudo one-pot da aplicacdo do Catalisador de Grubbs de
Primeira Geracdo em metatese da piperina e eugenol e atividade
carcinogénica. 2021. 70 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade
Estadual do Piaui. Teresina.

A sintese de novos compostos a partir da metatese de olefinas vem sendo amplamente
estudada no meio cientifico para realizar modificagdes moleculares com o propdsito de obter
moléculas com maior atividade biologica quando comparadas as de ocorréncia natural. A
piperina (PIP) e o eugenol (EUG) sdo moléculas abundantes na natureza com atividades
bioldgicas e farmacoldgicas bem conhecidas. Assim, 0 objetivo deste estudo foi obter novos
compostos a partir da reacdo via metatese de olefinas da PIP e do EUG, bem como avaliar a
carcinogenicidade e anticarcinogenicidade das moléculas por meio do teste de deteccdo de
tumor epitelial (ETT) em Drosophila melanogaster. Reac6es de homometatese e metatese-
cruzada da PIP e EUG foram realizadas a 50°C, por 24, 48 e 96h e razéo catalisador:substrato
de Ru:PIP:EUG de 1:0,5:0,5 e 1:5:5 mol. Os produtos foram caracterizados por espectrémetro
de massa acoplado ao cromatdgrafo a gas (CG-MS) e discutidos em relacdo as caracteristicas
eletrénicas e estéricas do catalisador e as propriedades estruturais dos substratos. Para 0 ETT,
larvas de terceiro estadgio do cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, Sb' com machos
mwh/mwh foram transferidas para frascos contendo 2g de puré de batata instantaneo, com as
diferentes concentracGes (60, 120, 180 e 360mg/kg de puré de batata) de PIP ou EUG. Para o
ensaio carcinogénico e anticarcinogénico as preparac6es foram umedecidas com 7mL de 4gua
destilada e 7mL de metanossulfonato de metila (MMS - 3mM) ou doxorrubicina (DXR -
0,125mg/mL), respectivamente. Os adultos emergentes foram fixados em etanol 70% e
analisados quanto a ocorréncia de tumores. ComparagOes entre a frequéncia de tumores nos
tratamentos e controles foram realizadas por meio do teste de qui-quadrado, a 5% de
probabilidade. Observou-se uma espéecie dimérica de eugenol para a metatese de olefinas do
EUG, na proporgédo Ru:PIP:EUG de 1: 0,5: 0,5 mol, em todos os tempos estudados e em um
experimento adicional a 70 °C por 48h. Quando a razdo Ru:PIP:EUG foi de 1:5:5 mol, este
produto ndo foi observado. Processos de isomerizacdo também foram observados em todas as
temperaturas e proporcdo catalisador: substratos. O aumento da quantidade de substratos
aumentou o rendimento das reagdes. Em D. melanogaster, a PIP ndo foi letal e apresentou
atividade carcinogénica nas concentracGes de 180 e 360mg/kg de puré. Em co-tratamento,
efeito inibidor aos danos induzidos pelo MMS foram observados para as concentragoes de PIP
60, 120 e 180mg/kg. O EUG apresentou potencial toxico em todas as concentracdes avaliadas

e efeito carcinogénico foi observado em EUG 120, 180 e 360 mg/kg. Contudo, o EUG, em



todas as concentracOes, apresentou efeito modulador, inibindo a carcinogénese induzida pela
DXR, em co-tratamento. Este estudo demonstrou que, nas condicGes reacionais avaliadas néo
houve reacdo de metatese cruzada, possivelmente devido ao efeito quelante por dupla
coordenacdo da PIP. Os ensaios bioldgicos revelaram efeito protetor da PIP nas concentracdes
de 60 e 120mg/kg de puré, sendo essas promissoras para estudos futuros com vistas ao
tratamento de neoplasias. Ja para o EUG, efeito protetor ndo foi evidenciado, visto que o
mesmo foi toxico e carcinogénico, embora tenha apresentado atividade inibitéria quando

associado a DXR.

Palavras-chave: Piperina. Eugenol. ETT. Metatese de Olefina. Carcinogénese.



ABSTRACT

COSTA, A. K. B. One-Pot Study of the application of first-generation
Grubbs catalyst in piperine and eugenol metathesis and carcinogenic
activity. 2021. 70 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade
Estadual do Piaui. Teresina.

The synthesis of new compounds from olefin metathesis has been widely studied in scientific
circles to carry out molecular modifications with the purpose of obtaining molecules with
greater biological activity when compared to naturally occurring. Piperine (PIP) and eugenol
(EUG) are abundant molecules in nature with biological and pharmacological activities well-
known. Thus, the aim of this study was to obtain new compounds from the reaction by
metathesis of PIP and EUG olefins, as well as to evaluate the carcinogenicity and
anticarcinogenicity of these molecules through the epithelial tumor detection test (ETT) in
Drosophila melanogaster. Self-metathesis and cross-metathesis reactions of PIP and EUG
were carried out at 50°C, for 24, 48 and 96 h and ratio catalyst:substrate of Ru:PIP:EUG of
1:0.5:0.5 and 1:5:5 mol. The products were characterized by a gas chromatograph-coupled
mass spectrometer (GC-MS) and discussed in relation to the physical and steric characteristics
of the catalyst and the properties of the substrates. For the ETT, third-stage larvae from the
crossing between virgin females wts/TM3, Sh! with males mwh/mwh were transferred to flasks
containing 2g of instant mashed potato, with different concentrations (60, 120, 180 and
360mg/kg of mashed potato) of PIP or EUG. For the carcinogenic and anticarcinogenic assay,
the preparations were moistened with 7mL of distilled water and 7mL of methyl
methanesulfonate (MMS - 3mM) or doxorubicin (DXR - 0.125mg/mL), respectively.
Emerging adults were fixed in 70% ethanol and analyzed for the occurrence of tumors.
Comparisons between the frequency of tumors in treatments and controls were performed
using the chi-square test, at 5% probability. A dimeric eugenol species was observed for the
metathesis of EUG olefins, in a Ru:PIP:EUG ratio of 1:0.5:0.5 mol, at all times studied and in
an additional experiment at 70°C for 48 h. When the ratio Ru:PIP:EUG was 1:5:5 mol, this
product was not observed. Isomerization processes were also observed at all temperatures and
catalyst: substrate ratio. Increasing the amount of substrates increased the yield of reactions.
In D. melanogaster, PIP was not toxic and showed carcinogenic activity at concentrations of
180 and 360mg/kg of puree. In co-treatment, inhibitory effect to damage induced by MMS
was observed for the concentrations of PIP 60, 120 and 180mg/kg. The EUG showed toxic
potential at all concentrations evaluated and a carcinogenic effect was observed at EUG 120,
180 and 360 mg/kg. However, EUG, in all concentrations, had a modulating effect, inhibiting



DXR-induced carcinogenesis in co-treatment. This study demonstrated that, under the
evaluated reaction conditions, there was no cross-metathesis reaction, possibly due to the
chelation effect of the double coordination of PIP. Biological tests revealed a protective effect
of PIP at concentrations of 60 and 120mg/kg of puree, which are promising for future studies
aimed at the treatment of neoplasms. As for the EUG, a protective effect was not evidenced,
as it was toxic and carcinogenic, although it showed an inhibitory activity when associated
with DXR.

Keywords: Piperine. Eugenol.  ETT. Olefin  metathesis. Carcinogenesis.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

Considerado como “Pai da Medicina”, Hipdcrates, defendia a utilizagdo dos alimentos
como tratamento de doencas a partir da alimentacéo, utilizando seus potenciais de cura tanto
para tratar as enfermidades, quanto para a prevencdo. Essa filosofia era a base da medicina
grega da época [1]. A fitoterapia como ferramenta auxiliar na medicina humana é uma pratica
antiga e bem difundida no mundo inteiro [2].

Dentre a ampla gama de fitoterapicos existentes, a piperina e 0 eugenol se destacam
por evidenciarem enorme potencial medicinal. A piperina, ((2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-yl)-
1-piperidin-1-ylpenta-2,4-dien-1-one), € um alcaloide nitrogenado que apresenta em sua
estrutura trés subunidades, sendo elas: funcdo amida constituida por um anel piperidina com
fragdo carbonil a-B-insaturada, uma cadeia de butadieno e um grupo 1,3-benzodioxol, também
chamado de nucleo piperonal [3-4]. Considerada como principal metabdlito secundério
extraido dentro do género Piper, € um composto natural da classe dos alcaloides encontrados
nos frutos das pimentas pertencentes a familia Piperaceae, principalmente na pimenta preta
(P. nigrum) e pimenta longa (P. longum L.) [4-6].

Recentemente, Franca et al., (2021) em seus estudos utilizando técnicas de prospeccéao
cientifica e tecnoldgica, demostraram que as propriedades bioldgicas e farmacoldgicas da
piperina tém sido amplamente investigadas por diversos pesquisadores [7]. As principais
propriedades da piperina consistem em atividades antioxidante, anti-inflamatdria, antitumoral,
antimicrobiana, tratamento da doenga de chagas e tratamento da leishmaniose [1, 3-9].

O Eugenol (2-methoxy-4-prop-2-enylphenol) é um composto fitoquimico fendlico
oriundo de Oleos essenciais, isolado pela primeira vez a partir do cravo-da-india, seu nome
deriva do nome cientifico da espécie, Eugenia aromaticum, e é também encontrado em outras
plantas aroméaticas como Cinnamomum verum, Ocimum basilicum, Cinnamomum tamala,
[licium anisatum, Melissa officinalis, Ocimum tenuifloruma e Myristica fragrans [10-11].

Dentre os compostos fendlicos volateis, o eugenol vem despertando interesse dos

cientistas por possuir notaveis propriedades tais como: elevada lipossolubilidade, baixa
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toxicidade, antipirética, analgésica, anti-inflamatéria, antioxidante, antimicrobiana,
anticancer, acdo central e neuroprotetora [10,12-14].

O Brasil € um dos paises mais biodiversos do planeta, entretanto apenas cerca de 10%
das plantas existentes sdo exploradas de forma cientifica, por pesquisas quimicas e
farmacéuticas. As reagdes de metatese tém se mostrado um excelente método de sintese,
permitindo o desenvolvimento de novos compostos de forma simples, eficiente e em menor
numero de etapas [15, 16]. Entre os tipos de reac6es de metatese, temos a homometatese, que
permite a producdo de olefinas altamente funcionalizadas de cadeias maiores a partir da
formacdo de ligagbes duplas entre moléculas iguais e sdo catalisadas por compostos
carbénicos de metais de transicdo, e a metatese cruzada que segue 0 mesmo principio com a
utilizacdo de duas olefinas distintas [17].

Além do grande interesse em sintetizar novos compostos a partir dessas moléculas que
poderdo apresentar maior atividade bioldgica, o estudo toxicogenético destes compostos € de
suma importancia, pois para se ter a comercializacdo de um medicamento ou derivado a base
de plantas, é necessario que seus efeitos sejam comprovados e, sobretudo, que ndo provoque
intoxicacdo, com isso, estudos na area de toxicologia tornam-se fundamentais para a
utilizacdo segura desses produtos naturais e derivados na prevencdo e tratamento de
patologias [15-18].

Nesse sentido, as moscas-da-fruta (Drosophila melanogaster) sdo consideradas
organismos modelos para estudos em eucariontes, pois apresentam vantagens quando
comparadas a outros organismos, tais como: curto periodo de geracdo, elevado nimero de
progénie, fécil manutencdo, pequena quantidade de cromossomos e capacidade de
metabolizar compostos semelhantes aos dos mamiferos, sendo assim apresentada como
método alternativo ao uso desses em pesquisas cientificas de diversas naturezas [19, 20].

Em relacdo aos genes supressores de tumores, a D. melanogaster apresenta um
numero significativo desses genes, podendo destacar o warts (wts), homologo ao gene LATS1
em humanos [21]. O Teste de deteccdo de clones de Tumor Epitelial (Epithelial Tumor Test -
ETT) faz uso de uma linhagem que possui 0 gene marcador wts, no cromossomo trés da D.
melanogaster, quando em homozigose € letal para o zigoto, sendo necessario a presenca do
Third multiple trhee (TM3) um balanceador cromossémico. Quando h& a perda da
heterozigose nas células do disco imaginal, hd a formacdo de clones homozigotos com
manifestagcdes de tumores (verrugas) na mosca adulta [22]. A similaridade entre os genes da

D. melanogaster e os genes humanos permite a avaliacdo de compostos quanto ao seu
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potencial carcinogénico ou modulador de tumores pela presenca de tumores epiteliais nas
moscas ap0s o tratamento [23].

O presente trabalho propos a reacdo de metatese cruzada da piperina com o eugenol, e
a homometétese dos substratos separados utilizando o catalisador 12 geracdo de Grubbs-
[RuCl2(PCy3)2(=CHPh)] (G1) com intuito de obter novos compostos, bem como a avaliagdo
da carcinogenicidade e anticarcinogenicidade por meio do teste de deteccdo de tumor epitelial
(ETT) no organismo modelo D. melanogaster em associagdo ou ndo com agentes

carcinogénicos.

1.1 Objetivo

1.1.1. Objetivo geral
Realizar a sintese de novas moléculas a partir da reacdo de metatese do eugenol e

piperina, bem como testa-las quanto ao seu potencial carcinogénico e anticarcinogénico.

1.1.2. Obijetivos especificos

1. Realizar a metatese cruzada da piperina com o eugenol utilizando o catalisador 12
geracao de Grubbs- [RuCl2(PCys)2(=CHPh)];

2. Realizar a homometatese da piperina e a homometatese do eugenol utilizando o
catalisador 12 geracéo de Grubbs- [RuClz2(PCys)2(=CHPh)];

3. Caracterizar os produtos obtidos nos itens 1 e 2 utilizando CG-EM e otimizar 0 processo
catalitico por modificagcbes nas condi¢cdes reacionais como temperatura, razao
substrato/catalisador, tempo e solvente;

4. Discutir os resultados baseados nas caracteristicas eletrOnicas e estéricas dos
catalisadores;

5. Investigar o potencial carcinogénico e anticarcinogénico da piperina e do eugenol em
diferentes concentracdes por meio do teste de detecgdo de clones de tumores epiteliais
em D. melanogaster;

6. Comparar o desempenho das drogas Metanossulfonato de metila e Cloridrato de

Doxorrubicina, utilizadas como agente indutor de tumores.
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2.1 Aspectos Gerais da Catalise e Metatese de Olefina

Os processos cataliticos sdo amplamente difundidos e utilizado na indUstria quimica
afim de viabilizar a producdo dos mais diversos produtos, principalmente a gasolina e 0s
farmacos. Com isso, mais de 80% de todos os produtos s@o oriundos de algum processo
catalitico. A catélise consiste em uma reacdo mediada pela presenca de um catalisador, uma
substancia capaz de aumentar a velocidade da reacdo quimica sem ser consumido durante o
processo, alterando substancialmente a cinética quimica das reacdes termodinamicamente
possiveis, mas ndo sendo capaz de gerar alteracGes na energia livre de Gibbs da reacdo global,
embora seja capaz de modificar o0 mecanismo reacional [24-26].

As reacdes de catalise podem ser divididas em dois tipos: a catélise homogénea e a
heterogénea, e a principal diferenca entre elas consiste na fase dos catalisadores utilizados. Na
catalise homogénea, o catalisador e 0s reagentes encontram-se na mesma fase, viabilizando o
processo de difusdo de calor e transporte de massa dentro do meio reacional. Na catalise
heterogénea o catalisador e os reagentes apresentam-se em fases distintas, o que facilita o
processo de separacdo do catalisar, entretanto dificulta o transporte de massa e a difuséo de
calor no meio. A catalise homogénea apresenta vantagens em relacdo a heterogénea por
processar-se em condi¢cGes mais brandas de temperatura e pressao e por apresentar maior
seletividade que a heterogénea [26-27].

Nos Ultimos anos, as reacdes de metatese de olefina, exemplo de catélise homogénea,
vém configurando-se como importante ferramenta para obtencdo de novas rotas industriais
para a aquisicdo de importantes produtos petroquimicos, poliméricos, farmacéuticos e
produtos quimicos em gerais. Essa reacdo consiste no rearranjo dos atomos de carbono das

olefinas na presenga de um catalisador [27-29].
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A palavra metatese, diz respeito a “troca de posi¢ao” referindo-se a troca de ligacéo
covalente entre duas olefinas (alcenos) ou entre alceno e alcino. Segundo Frederico et al.,
(2005) na quimica de olefina acontece a redistribuicdo do esqueleto carb6nico, onde as
ligacbes duplas carbono-carbono sdo rearranjadas na presengca de um complexo
organometalico de metal-carbeno, conforme descrito na Figura 2.1 [28-30].
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Figura 2.1. Mecanismo para a reacdo de metatese de olefina onde: [M] representa o metal do
catalisador; R’ e R’’ representa grupos alquenos distintos [31].

A reacdo de metatese de olefinas foi descoberta pela primeira vez na década de 50 e
teve maior aperfeicoamento na década de 90 com o descobrimento de catalisadores mais
eficientes pelos grupos de pesquisa de Schock e Grubbs [31]. Essas reacfes destacam-se pela
versatilidade, podendo ser utilizadas para diversos fins, tais quais: unir molecular idénticas na
homometatese (Self-Methatesis SM), unir moléculas distintas na metatese cruzada (Cross-
Methatesis CM), polimerizar dienos aciclicos (Acyclic Diene Metathesis Polymerization
ADMET), na polimerizacdo via metatese por abertura do anel da olefina (Ring-Opening
Metathesis Polymerization ROMP), no fechamento de anel por metatese (Ring-Closing
Metathesis RCM) ou na abertura de anel por metatese (Ring-Opening Metathesis ROM), onde
0s mecanismos simplificados estdo descritos na Figura 2.2 [31-34].
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Figura 2.2. Principais classes de reacdes de metatese de olefinas. Homometatese - SM (Self-
Metathesis), Metatese cruzada - CM (Cross-Metathesis), Polimerizacdo via metatese em
dienos aciclicos - ADMET (Acyclic Diene Metathesis), Metatese por fechamento de anel -
RCM (Ring Closing Metathesis), Abertura de anel via metatese - ROM (Ring Opening
Metathesis) e Polimerizagdo via metatese por abertura de anel - ROMP (Ring Opening
Metathesis Polimerization) [31].

2.2 Metatese Cruzada

As reacOes de metatese cruzada consistem na reacdo com olefinas distintas e sdo
amplamente utilizadas por apresentarem diversas possibilidades de material de partida. Esse
tipo de reacdo permite, por exemplo, 0 aumento ou a redugdo da cadeia carbonica, e até a
introducéo de grupos funcionais nas moléculas [35].

A metétese cruzada com o objetivo de funcionalizar a cadeia carbdnica, consiste em
reagir duas olefinas distintas, a ligacdo dupla C-C pode ser obtida por uma reagdo sintética
com a etendlise, por exemplo, seguido da funcionalizacdo por meio da metatese cruzada. Por
meio dessa reacdo pode-se originar o produto desejado, oriundo das duas olefinas distintas e
iniciais e dois produtos indesejados através da homometatese das olefinas de partida (Figura
2.3) [35, 36].
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Produto desejado
(Metatese Cruzada)

Produtos indesejados
(Homometatese)

Figura 2.3. Reacdo de metétese cruzada: formacdo do produto desejado e 0s produtos
indesejados (homometatese) [35, 36].

A reacdo de metatese cruzada foi utilizada para produzir novos terpendides e
melhorar a rota da sintese de terpendides conhecidos, utilizando citronelal, citronelol e citral
com os pares de metatese acrilato de metila e metacrilato de metila catalisados por ruténio,
neste estudo a reacdo de metatese cruzada foi muito eficiente para terpendides mono-
insaturados, ao passo em que os terpendides com mais ligacdes duplas apresentaram maior
dificuldade e reagdes colaterais [37].

Outros estudos sobre a metatese cruzada de terpendides sdo reportados na literatura,
onde a funcionalizagdo dos terpenos B-pineno e limoneno utilizando fumarato de dimetila,
maleato de dimetila, fumaronitrila e 1,4-diacetoxibut-2-eno como pares de metatese contendo
ligacbes duplas internas foram investigadas para a metatese cruzada na presenca de
catalisadores de ruténio, observando-se que estas foram muito eficientes [38]. Fernandes et
al., (2021) realizaram a metatese cruzada de B-pineno e limoneno com outras olefinas
internas, 2-metilbut-2-eno e 1,4-diclorobut-2-eno e observaram a formacédo de produtos — E
com alta estereosseletividade e ao utilizarem as moléculas carvona e trans-limonenol,2-

epoxido que contém os grupos funcionais oxigenados cetona e epoxido, respectivamente,
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observaram que a reacdo de metatese cruzada ndo foi inibida em nenhum dos casos, obtendo
assim novos compostos que devem ter suas propriedades avaliadas [39].

Na quimica de polimeros, a metatese cruzada também pode ser empregada. A
utilizacdo dessa reacao para a sintese de nanobastdes de paligorsquita enxertada com polimero
anfifilico foi realizada pela primeira vez por Liu e Pan (2021), onde nanobastdes de
paligorsquita modificada com vinil e borracha de acrilonitrila-butadieno foram utilizados na
reacdo de metatese cruzada e ap0s a reacdo 0s nanobastdes resultantes adquiriram
propriedades anfifilicas, podendo ser bem dispersos em &gua e tolueno, incorporando assim as
propriedades anfifilicas, resultante das propriedade das moléculas do polimero com 0s grupos
hidrofobicos e hidrofilicas dos nanobastes de argila, apresentando possibilidades
promissoras de aplicacdo como agente nano-reforcador em nanocompositos a base de
polimeros e adsorvente autodissolvente para tratamento de dguas residuais [40].

A reacdo de metatese cruzada é utilizada na producdo de diversas moléculas, a
preparacdo de éster dienoato, estruturalmente analogo a piperovatina, foi realizado através da
reacdo de metatese cruzada do estragol com sorbato de metila, utilizando o catalisador de
Grubbs de 22 Geragéo, levando a formacgdo de produto desejado (6-(4-metoxifenil)hexa-2,4-
dienoato de metila) como produto principal e produtos secundarios através da homometéatese e

isomerizacdo do estragol [41].

2.3 Homometatese

A reacdo de homometatese consiste na reacdo entre duas moléculas simétricas,
alquenos idénticos, havendo a formacdo de uma nova molécula a partir das iniciais, essa
reacdo permite a producdo de olefinas altamente funcionalizadas de cadeias maiores e séo
catalisadas por um catalisador de metal de transi¢cdo contendo um alquilideno na esfera de
coordenagdo [42-43] (Figura 2.4).
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Figura 2.4. A: A: Esquema geral da reacdo de homometatese. B: Mecanismo geral das
reacOes de homometatese. | - Coordenagdo da olefina ao centro metélico metal-carbeno e
formacéo do intermediario metalociclobutano. Il - Troca entre 0s grupos do substrato e grupo
metal-carbeno no intermediario metalociclobutano e formacdo de uma nova olefina e um
novo metal-carbeno. Il1 — Reacdo entre 0 novo metal-carbeno com outra olefina formando
novamente um intermediério metalciclobutano 1V - formacdo uma nova olefina e regeneracao
do complexo metal-carbeno [adaptado de 44].

Essas reacdes apresentam ampla variedade de possibilidade de utilizacdo, reaces de
homometatese de ésteres metilicos e acidos graxos para a sintese de diésteres como 0 9-
octadeceno-1,18-dioato (9-OD) foram uma das primeiras reacdes estudadas em oleogquimica,
tento em vista que diésteres insaturados sdo intermediérios valiosos em diversos setores
industriais tal como a industria polimérica e de produtos quimicos finos [45, 46]. A reacdo de
homometatese do propeno e a sua reagdo reversa (metatese cruzada do eteno com o 2-buteno
para a produgdo do propeno) também sdo exemplos amplamente conhecidos da utilizacdo
dessas reacdes [47-49].

Zelin et al., (2013) realizaram a homometatese do oleato de metila, utilizando
complexos Hoveyda-Grubbs suportados em silica comercial para produzir 9-octadeceno-1,18-
dioato e 9-octadeceno, reportando que os catalisadores utilizados foram altamente ativos e
seletivos para a metéatese do oleato de metila [46]. Guo et al., (2019), propuseram uma nova
rota de sintese para a producdo do eteno e hexeno, que sdo olefinas de valor agregado,
utilizando a homometatese de 1-buteno e assim conseguiram produzir o 3-hexeno e eteno com

altos rendimentos [29].
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A reacdo de homometatese também € utilizada na obtencdo de precursores
importantes, o produto da homometatese do 6leo de soja (Oleo de Soja Autometatizado)
contendo cerca de 80% de oligbmeros de triacilglicerol foi utilizado em reagdes de
epoxidacdo e hidroxilagdo one-pot para conversdo em polidis. As estruturas oligoméricas da
mistura de poliol herdadas do Oleo de Soja Autometatizado, sua fonte original, afetou
favoravelmente seu desempenho, o que permitiu a preparacdo de uma selecdo de espumas
flexiveis de poliuretano com recuperacdo de deformacdo aprimorada sem impactar

adversamente outras propriedades mecanicas importantes [50].

2.4 Catalisadores utilizados nas Reacgdes de Metatese de olefina

A acdo dos catalisadores nas reagGes de metatese de olefina é fator primordial na
reatividade das reacdes, visto que varios metais de transicdo utilizado na formacdo dos
complexos apresentam afinidade por grupos funcionais ou por moléculas presentes no meio,
sendo importante a utilizagdo de catalisadores que reajam preferencialmente com a olefina do
substrato [51,52].

Os catalizadores utilizados podem ser divididos em: catalisadores de 12 geracdo, onde
estes necessitam de um co-catalisador para iniciarem a reagdo, na qual a espécie ativa metal-
carbeno (M=CHR) é gerada in situ e os catalisadores de 2% geragcdo que ja possui a espécie
ativa na esfera de coordenacdo, sendo a espécie metal-carbeno formada ex situ [53, 54].

Nesse sentido, destacam-se o0s catalisadores de Schrock que s&o complexos
moleculares metalicos de molibdénio e tungsténio [55]. E os catalisadores de Grubbs a base
de ruténio [56], sendo estes um pouco menos ativos que os de Schrock, mas em contrapartida
menos sensiveis a impurezas e a grupos funcionais, o que se configura como maior vantagem
desses [55-57].

Os catalisadores de Grubbs de Ru sdo amplamente utilizados por apresentarem
tolerancia a grupos funcionais, baixa sensibilidade para umidade e oxigénio, assim
possibilitando a reacdo de metatese com uma infinidade de substratos, bem como compostos
natuais e bioativos, [31,52,59] (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Catalisadores de Grubbs de Ru para reacdes de metatese de olefinas [56].

2.5 Piperina

As pimentas configuram-se como um dos alimentos mais consumido no mundo na
forma de tempero, ficando atras apenas do sal de cozinha [60]. A origem do nome pimenta
tem derivacdo da palavra latina “Pigmentum” que tem como tradugdo “Matéria corante”,
passando a assumir, na atualidade o sentido de “especiaria aromatica”. O tipo mais antigo de
pimenta conhecido sdo as do género Piper que pertencem a familia Piperaceae e tem como
principal principio ativo a piperina, no Brasil um exemplo classico é a famosa pimenta-do-

reino (Piper nigrum) [1] (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Detalhes da planta Piper nigrum e o fruto seco da pimenta do reino [2].

A piperina (1-piperonil-piperidina) é um alcaloide nitrogenado considerado como
principal metabolito secundario extraido dentro do género Piper, foi isolada pela primeira vez
em 1819 por Oerstedt, e apenas em 1894 a sua formula estrutural foi determinada por
Landenburg e Scholtz [61]. E um composto natural, da classe dos alcaloides encontrados nos
frutos das pimentas pertencentes a familia Piperaceae, principalmente nas pimentas pretas
(Piper nigrum), pimenta longa (P. longum), e em algumas outras espécies de plantas
pertencentes ao mesmo género [04,05].

A piperina apresenta em sua estrutura trés subunidades, sendo elas: (a) funcdo amida
constituida por um anel piperidina com fragdo carbonil a-f-insaturada, (b) uma cadeia de
butadieno e (c) o grupo 1,3-benzodioxol [03, 04] (Figura 2.7).

B
A o ©
N = N
6]
_/

Figura 2.7. Estrutura quimica da piperina. A: Funcdo amida com fragdo carbonil o-f-
insaturada, B: cadeia de butadieno e C: grupo 1,3-benzodioxol [03, 04].
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A piperina possui fungdo caustica capaz de produzir um efeito vasodilatador similar a
capsaicina, principal principio ativo das pimentas do género Capsicum, mas de modo
qguimicamente diferente. Além dos principios ativos citados, as pimentas apresentam grande
variedade de vitaminas A, E e C, além de &cido fdlico, zinco e potassio. Conferindo assim,
diversas propriedades interessantes, como atividade antioxidante evitando diversos danos
provocados pelos radicais livres, e protetora do DNA celular devido a presenca de
bioflavondides e carotenoides [1].

O potencial anti-inflamatério da piperina foi uma das primeiras atividades bioldgicas a
serem investigadas [62]. A piperina apresenta atividade antimicrobiana contra as principais
bactérias resistentes a medicacdo [63], atividade antifungica [64], efeito neuroprotetor do
sistema nervoso [05], capacidade antidiabética [65], antioxidante [65, 66] e bio-potenciador
de farmacos [67-69].

O potencial anticancer da piperina também vem sendo amplamente investigado, sendo
relatado seus efeitos antiproliferativos in vitro com potencial antimitético capaz de reduzir o
crescimento de tumores da linhagem Sarcoma 180 [70], como supressor do crescimento
tumoral e inibicdo da metastase em carcinoma mamario de camundongos [71] e potencial

citotoxico e apoptotico em células A549 de cancer de pulm&o humano [72].

2.6 Eugenol

O eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol), € um monoterpeno volatil da classe dos
fenilpropanoides que se apresenta como um liquido de incolor a amarelo claro, pouco solavel
em agua e fotossensivel), volatil, cheiro forte, sabor ardente e picante e aromatico de cravo
[73,74] (Figura 2.8). E um composto oriundo de 6leos essenciais de plantas, extraido de
diversas partes delas (folhas, botdes florais, frutos, ramos finos), por meio de destilacdo por
arraste de vapor d’agua [75]. Foi isolado pela primeira vez a partir do cravo-da-india,
Syzygium aromaticus, pertencente a familia Myrtaceae e é também encontrado em outras
plantas aromaticas como Cinnamomum verum, Ocimum basilicum, C.tamala, Illicium

anisatum, Melissa officinalis, O. tenuifloruma e Myristica fragran [10, 76].



Capitulo 2 - Referencial tedrico 30

Figura 2.8. Oleo de cravo da india e o botdo seco da flor da familia das mirtaceas.

O eugenol apresenta formula molecular C10H1202 (Figura 2.9). Dentre 0s compostos
fendlicos volateis, o eugenol vem despertando interesse dos cientistas por possuir elevada
lipossolubilidade, baixa toxicidade, antipirética, analgésica, antiinflamatoria, antioxidante,

antimicrobiana, anticancer, acdo central e neuroprotetora [10, 12-14].

HO

~ X

Figura 2.9. Estrutura quimica do eugenol.
2.7 Teste para deteccdo de tumores epiteliais em Drosophila melanogaster

O Teste de Deteccdo de Tumor Epitelial (Epithelial Tumor Test - ETT) utiliza a
Drosophila melanogaster como organismo vivo experimental (Figura 2.10). O organismo
modelo D. melanogaster, pertencente a familia Drosophilidae, ao qual 4.200 espécies fazem
parte. E popularmente conhecida como mosca da fruta e é um organismo eucaridtico que

apresenta quatro pares de cromossomos, sendo trés pares autossomicos e um par de
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Cromossomos sexuais, embora seja reduzido o nimero de cromossomos, as moscas das frutas
apresentam praticamente a metade do nimero de genes conhecidos em humanos, 0 que

evidencia consideravel homologia entre ambos organismos [77,78].

Figura 2.10. Casal de Drosophila melanogaster, dimorfismo sexual, marcado pelo pente
sexual masculino (destacado nos circulos) [79].

A conservacdo evolutiva de genes supressores de tumor entre D. melanogaster e
mamiferos tem motivado diversos estudos de inducdo e desenvolvimento de tumores em
Drosophila, a fim de melhor entender o0 mecanismo de a¢do dos tumores em seres humanos
[80-82]. Cerca de 70% dos genes implicados em canceres humanos tem equivaléncia em D.
melanogaster [83,84]. Mamiferos e D. melanogaster partilham homologia com numerosos
proto-oncogenes e genes supressores de tumores [85].

Os principais genes de supressdes de tumor em D. melanogaster foram
caracterizados e mapeados, e 08 deles tem acdo no desenvolvimento embrionario dos
individuos, 12 no desenvolvimento do cérebro, 19 na expressdao das células dos discos
imaginais, 25 no desenvolvimento hematopoiético, e 10 nas génadas adultas [86] dentre esses,
destaca-se 0 gene wits.

Justice et al. (1995) inicialmente caracterizaram o gene wts, relatando que a
expressdao do alelo recessivo estd diretamente relacionada com a formacdo de ceélulas
invasivas, o que resulta na formacdo de uma massa tecidual aspera, de cor escura e
semelhante a uma verruga (Warts) que podem ser detectados nos diversos tecidos epiteliais do
inseto (cabeca, olhos, corpo, pernas, asas e halteres). O gene wts foi entdo identificado e

caracterizado como gene supressor de tumor [86, 87].
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A familia de proteinas quinase governam o ciclo celular e sdo basicamente
constituidas por duas subunidades, sendo as ciclinas regulatéria e as proteinas quinase
dependente da ciclina (CDK) catalitica, as quais em conjunto forma um heterodimero. Nas
células somaticas existem pelo menos quatro tipo de ciclinas (A, B, C, D) e pelo menos oito
tipo de CDK (CDK1- CDKS8) [86, 87]. Nas larvas de D. melanogaster os discos imaginais séo
formados por uma unica camada de células, que durante a metamorfose se desenvolve nas
estruturas da mosca adulta. As células desse disco possuem o controle do ciclo celular
bastante similar ao de células somaticas em mamiferos, e a progressdo do ciclo celular é
controlada por ciclinas e quinases [85].

Em humanos ha um gene homdélogo ao gene wts das D. melanogaster, este gene é o
LATS1. A introducdo desse gene humano em D. melanogaster impede a formacgdo de
tumores, apoiando o seu desenvolvimento saudavel da mosca, o que demonstra que as funcdes
desse gene sdo as mesmas em ambos 0s organismo, pois a proteina codificadora desse gene
nas D. melanogaster possui dominio catalitico muito similar em humanos, e esse dominio é
importante na progressao do ciclo celular [88], sendo assim, 0 LATS1 se constitui como
verdadeiro homologo de verrugas em D. melanogaster apresentando fungdes importantes na
regulagéo do crescimento celular [87-89].

Quando em homozigose, 0 gene wts é letal, sendo mantido na linhagem estoque com
a presenca de um balanceador cromossémico (TM3, Sb!). Para a avaliacdo do potencial
carcinogénico, o ETT, utiliza o cruzamento realizado por meio das linhagens Multiple wing
hairs (mhw/mhw) com a linhagem (wts/TM3, Sh?), sendo obtidas duas progénies: Progénie
trans-heterozigoto marcado (wts+/+mwh) e Progénie trans-heterozigoto balanceado
(TM3,Sb'+/+mwh) (Figura 2.11). As moscas de pelos grossos progénie trans-heterozigoto
balanceado (TM3,Sh!+/+mwh) ndo apresentam o marcador wts e por isso sdo descartadas
enguanto que as moscas de pelos normais (lisos) progénie trans-heterozigoto marcado (wts
+/+mwh) sdo analisada, e a diferenciacdo entre ambas se d& pela expressdo fenotipica dos
pelos no corpo da mosca [81-82,85]. A perda da heterozigose do disco imaginal das D.
melanogaster ocasiona a formacao de clones homozigotos da larva, levando a manifestacdo

de tumores na mosca adulta [82,90].
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+ - wis TM3, Sb!

mwh == === wh + +

4 - wts + — TM3, Sb’
mwh = + mwh = +
Trans-heterozigoto marcado Trans-heterozigoto balanceado
mwh +/+ wis mwh +/+ TM3, Sb'

Pelos normais Pelos grossos

Figura 2.11. Representacdo do cruzamento realizado entre as linhagens multiple wing hairs
(mwh) e a linhagem warts (wts) e seus descendentes.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Reac0es de Metatese

3.1.1 Materiais e Reagentes

» Catalisador 1°geracao de Grubbs- [RuCI2(PCyz)2(=CHPh)] (99%), Sigma-Aldrich;
* Piperina (99%), Sigma-Aldrich;

* Eugenol (99%), Sigma-Aldrich;

« Etil Vinil Eter, Sigma-Aldrich;

¢ Cloroférmio (CHCl3), Dinamica;

» Nitrogénio, 5.0 de pureza da W. Martins;

* Hélio, 5.0 de pureza da W. Martins.

Todos os reagentes foram utilizados conforme obtidos, ndo passando por nenhum processo

de tratamento.
3.1.2 ReacOes de Metatese

As reacOes de metatese cruzada ocorreram em um baldo de fundo redondo (100 mL), os
substratos piperina e eugenol foram solubilizados em 10 mL de cloroférmio e em seguida o sistema
foi acondicionado por atmosfera de gas. Entdo, adicionou-se 100 mg do catalisador de Grubbs de 12
geracdo (G1) e o sistema permaneceu sob refluxo em banho de 6leo termostatico com temperatura
controlada sob agitacdo magnética constante (Figura 3.1).

Transcorrido o tempo de reacdo, foi adicionado ao sistema 3L de etilvinil éter, para a
desativacdo do catalisador e finalizacdo da reacdo. O produto da sintese foi analisado por CG-EM.
Inicialmente as reacGes aconteceram a temperatura ambiente (TA), com relagdes equivalentes de
catalisador:substrato e tempo de 24h. Em outros ensaios, houve a variacbes das condicGes

reacionais em relacédo a temperatura, tempo de reacédo e proporcao catalisador/substrato.
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|
Pip / Eug Proporcao
Cloroformio &» Cat/Subst.
(o) —+
N

( N, por 15 min)

Etilviniléter

Grupo de pesquisa
Cat. homogénea
e Genética

Sob agitagdo em banho de 6leo na
temperatura de 50°C por 24, 48h ou 96h .

Figura 3.1. llutracdo esquematica da sintese para as rea¢es de metatese.

A seguir estdo dispostos os principais produtos esperados para a reacdo de metatese cruzada

da piperina com o eugenol, baseados no mecanismo de reacao de metatese (Figura 3.2).
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Piperina

Eugenol

N
Ci6Hp NO; O

m/z: 275.15
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CioH 304
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HO CE
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N
C1sH3NO; O
m/z: 301.17
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\oo>
Cy7H;604
m/z: 284.10

Figura 3.2. llustracdo dos produtos esperados para a reacdo de metatese cruzada da piperina com o
eugenol. A piperina foi dividida em 4 fragmentos (A, B, C e D) de acordo com a possibilidade da
reagdo acontecer pela ligagdo dupla proxima ao grupo amida com fragdo carbonil a-p-insaturada e
pela ligagdo dupla proximo ao grupo 1,3-benzodioxol. E o eugenol como (E). A) llustragéo dos
produtos AE e BE pela reacdo com a ligagcdes duplas proxima ao grupo amida da piperina com o
eugenol. B) llustracdo dos produtos CE e DE pela reacdo com a ligacdo dupla proxima ao grupo

benzodioxol da piperina com o eugenol.

As reacOes de homometatese foram realizadas para cada um dos substratos de partida
(piperina e eugenol) utilizando os mesmos passos conforme descritos para a reacdo de metatese

cruzada (Figura 3.1). Os principais produtos esperados para a reacdo de homometatese da piperina e

do eugenol, baseados no mecanismo de reacdo de metatese estdo dispostos abaixo (Figura 3.3).
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Figura 3.3. A) llustracdo dos produtos esperados para a reacdo de homometatese da piperina. B)
llustracdo da equacdo da reacdo de homometatese do eugenol para a formacdo do produto esperado.

3.1.3 Analise de Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectdmetro de Massas (CG-EM)

As anélises das sinteses utilizando o CG-EM foram conduzidas utilizando um equipamento
GCMS-QP2010, fabricado pela Shimadzu, acoplado com uma coluna RTZ®-5MS (30m x 0.25mm
x 0.25 um). A temperatura iniciou-se em 80° C e a foi aumentando até 100°C.

Foram realizadas duas rampas de aquecimento: (1) a temperatura 10 °C mantida por 1 min;
(2) a temperatura aumentava 4 °C/ min durante 10 min, até chegar 250 °C. A analise ocorreu por 60
min, com fluxo de coluna total de 1,0 mL. min™* e a razdo split de 1,0.

O espectrometro de massas é acoplado a cromatografia gasosa. As moléculas fragmentadas
sdo detectadas pelo equipamento Shimadzu GCMS-QP2010, onde estas entram na fonte de
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ionizacdo por impacto eletrdbnico com energia cinética de 70 eV. O equipamento utilizado é
pertencente a Universidade Estadual do Piaui (UESPI), no laboratério GERATEC.

3.2 Teste de deteccdo de tumor epiteliais em Drosophilas melanogaster (ETT)

3.2.1 Linhagens de D. melanogaster

Para a realizar o bioensaio de detec¢do de clones de tumores epiteliais foram utilizadas duas
linhagens de D. melanogaster: linhagem multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e a linhagem warts (wts,
3-100).

1) Linhagem multiple wing hairs (mwh, 3-0,3): mantida em homozigose recessiva para 0
marcador mwh, que se encontra localizado no cromossomo 3, na posicdo distal ao centrdmero
(mwh, 3-0,3). Ao ser expresso em homozigose recessiva 0 gene mwh, apresenta fen6tipo de pelos
multiplos nas asas das moscas, diferentemente do fenétipo selvagem que apresenta um Unico pelo
por célula.

2) Linhagem warts (wts, 3-100): possui 0 marcador wts no cromossomo 3, que é conservado
em homozigose na presenca do balanceador cromossémico TM3, Shl. O marcador wts, quando
expresso em condicdo selvagem, atua como um gene supressor de tumor.

Ambas as linhagens foram mantidas em estoques, em frascos contendo 250 mL com meio de
cultura (820 ml de agua destilada, 156 g de banana, 25 g de fermento biolégico, 11 g de &gare 1 g
de metilparabeno — nipagin) e armazenadas em incubadora bioquimica de demanda de oxigénio SL-
224/364 - n°, 17-000 (Solab- Fabricante de Equipamentos para Laboratorio, Sdo Paulo) a25+1°C
sob fotoperiodo de 12:12 h.

3.2.2 Ensaio bioldgico

O cruzamento foi realizado entre machos da linhagem mwh e fémeas virgens da linhagem
wts, para 0 ensaio de carcinogenicidade. Larvas em terceiro estadgio de desenvolvimento (72
horas), provenientes deste cruzamento foram lavadas em agua corrente e coletadas usando peneiras
de malha fina com auxilio de pincel fino. As larvas foram contadas e distribuidas em frascos (200
larvas/frasco) contendo 2 g de puré de batata instantaneo (Yoki® Alimentos SA, Brasil) preparado
com as diferentes concentrac0es de piperina ou eugenol.
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No ensaio para avaliacdo da carcinogenicidade 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 mg de piperina foram
solubilizadas em 2 mL do controle negativo 1 (CN1 - solucéo de Tween 20 a 2%), em seguida, cada
uma dessas solugdes foi misturada a 20g de puré com auxilio de um liquidificador doméstico. Essas
preparacdes foram distribuidas nos frascos devidamente identificados, cujas concentragdes de
piperina/ Kg de puré de batata foram estimadas em 60, 120, 180 e 360 mg/kg, respectivamente.

No ensaio para avaliacdo da carcinogenicidade do eugenol 1,1, 2,2, 3,35 e 6,7 uL do 06leo
foram solubilizados em 2 mL do controle negativo 2 (CN2 — 6leo de soja comercial), em seguida,
cada uma dessas solugdes foi misturada a 20g de puré com auxilio de um liquidificador doméstico.
Essas preparagdes foram distribuidas nos frascos devidamente identificados, cujas concentragfes de
eugenol/ Kg de puré de batata foram estimadas em 60, 120, 180 e 360 mg/kg, respectivamente. Em
ambos 0s ensaios, as prepara¢es foram umedecidas com 7mL de agua destilada.

Nos ensaios de anticarcinogénese, os frascos foram preparados assim como ja descrito no
ensaio de carcinogénese para cada uma das moléculas, no entanto, cada uma das preparagdes foram
umedecidas com 7mL do controle positivo, ao final. Para os ensaios com a piperina o controle
positivo utilizado foi 0 metanossulfonato de metila (CP1 — MMS (3mM)) e para 0s ensaios com 0
eugenol utilizou-se o cloridrato de doxorrubicina (CP2 - DXR (0,125mg/mL)).

As moscas emergentes foram contadas e conservadas em etanol 70% para serem analisadas
posteriormente. O cruzamento produziu dois tipos de descendentes, cada qual fenotipicamente
distintos devido ao marcador Sb': (i) balanceador heterozigoto (BH) mwh +/+ TM3, Sb® (com
cabelos curtos e grossos) e (ii) marcador trans-heterozigoto (MH) mwh +/+ wts (com cabelos
longos e finos) [86]. Todo o experimento foi realizado em duplicata.

3.2.3 Analise do material biolégico

Apos o término do processo, apenas os individuos que apresentaram o marcador wts foram
analisados em microscépio (lupa) estereoscopio binocular com aumento de 50x e avaliados em
relacdo a quantidade de tumores presentes no corpo e apéndices. No total, 200 individuos foram
analisados por tratamento no ensaio carcinogénico e 180 individuos foram analisados no
anticarcinogénico, de modo que a quantidade de individuos obtidos no anticarcinogénico nao
chegou a 200 individuos. Os resultados desta analise foram registrados em um diagrama padréao
expressando os nimeros de tumores observados em cada parte do corpo das moscas, como: cabeca,
olhos, corpo, pernas, asas e halteres, separadamente para cada tratamento. A seguir tem-se o

esquema ilustrativo deste processo (Figura 3.4).
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Figura 3.4. llutragdo esquematica do teste de deteccdo de tumor epitelial (ETT) em Drosophila
melanogaster.

As diferencas estatisticas entre a taxa de sobrevivéncia e as frequéncias de tumores das
concentracOes testadas e os controles (positivo e negativo), foram calculadas por meio do teste de

qui-quadrado, empregando o nivel de significancia 0=0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Metéatese Cruzada

A reacdo de metatese cruzada da piperina com o eugenol foi realizada utilizando o
Catalisador 12 Geracdo de Grubbs- [RuCIz(PCys)2(=CHPh)]. Os substratos foram misturados
em cloroférmio, na razdo catalisador:substratos (sendo substratos a soma de eugenol e
1:1 ou 1:10 mol
catalisador:eugenol:piperina de 1:0,5:0,5 ou 1:5:5 mol). Os resultados das analises por CG-

piperina) de (também podendo ser expresso pela razdo
EM sdo apresentados na Figura 4. Na Tabela 1 estdo resumidos os resultados dos rendimentos
dos principais produtos. Os produtos esperados para esse tipo de reacdo estdo dispostos na
figura 3.2 com as formulas moleculares e as respectivas massas.

O processo catalitico das reacGes de sinteses foi realizado utilizando diferentes
modificacbes na temperatura de reacdo, razdo catalisador:substrato, substrato:substrato e
tempo, a fim de avaliar todas as possibilidades de otimizacdo da reacdo (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Resultados observados a partir das variages das condigdes reacionais da
metatese cruzada da piperina com o eugenol.

Catalisador/  Substrato/ Temperatura Tempo Produto de Produto de
Substrato substrato metéatese Isomerizacgdo
24h -- --
1:1 1:1 50°C 48h Dimerizacéo --
Eugenol
96h - Isomerizacdo
Piperina
24h -- --
1:10 11 50°C 48h Dimerizagio -
Eugenol
96h -- Isomerizacdo
Piperina
50°C 48h Dimerizacdo  Isomerizacao
Eugenol Piperina
1:1 11
70°C 48 h Dimerizacdo  Isomerizacao
Eugenol Piperina
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Os resultados das andlises por CG-EM sdo apresentados nas Figuras 4.1 e 4.2. Na
Tabela 4.2. estdo resumidos os resultados dos rendimentos dos principais produtos. Em
nenhuma das condicfes de sintese realizada foi possivel observar a formacdo de produtos de
metatese cruzada. No tempo de 24 h ndo houve a formacéo de produto de isomeriza¢do em
nenhuma das proporc¢des ou temperaturas estudadas para piperina ou eugenol.

Por 48 h, na proporgéo catalisador:substratos de 1:1 mol, observou-se formagdo de
produto de metatese do eugenol, denominado dimero de eugenol, de razdo m/z = 300 g.mol ™,
com pico aparecendo em cerca de 5 min de tempo de retencdo (Figura 4.1.A). O produto da
isomerizacdo do eugenol também foi notado, com pico relativo em torno de 22 min de tempo
de retencdo. O dimero de eugenol e o isdmero do eugenol estdo presentes com 6 e 17% na

mistura total, respectivamente.

Razédo 1:1 mol O=PCy, A Razdo 1:1 mol O=PCy3
48h 96h
Pip PCy,
Eug
PCYs Iso-Eug U9 pm-Eug Iso-Eug
Dm-Eug / T/ /
] /
L-": 1‘0 1‘5 Zb ‘ 2‘5 ‘ 3b ‘ 35 é 1‘0 ‘ 1‘5 2‘0 ‘ 2‘5 Bb
Razao 1:10 mol Iso-Eug Pip C Eug Razéao 1:10 mol
48h 96h
0=PCy,
Eug \
PCy,
Iso-Pip
Kﬁ——-— WJLL
é ‘ 1‘0 ‘ 1‘5 Zb ‘ 2‘5 ‘ 36 ‘ 35 é 1‘0 ‘ 1‘5 2‘0 ‘ 2‘5 Sb

Tempo de retencdo (min)

Tempo de retengéo (min)

Figura 4.1. Cromatogramas da reacdo de metatese cruzada da piperina com o eugenol. As
concentragOes catalisador:substratos foram de 1:1 ou 1:10 mol, nos tempos reacionais de 48
ou 96 h em temperatura de 50°C. Eug (eugenol); Dm-Eug (dimero do eugenol); PCys
(tricliclohexilfeosfina); O=PCys (tricliclohexilfeosfina oxidada); Iso-Eug (isdmero do
eugenol); Pip (piperina); e 1so-Pip (isdmero da piperina).
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Ainda nesta andlise, observou-se picos referentes a triciclohexilfosfina (PCya),
triciclohexilfosfina oxidada (O=PCys) e picos relativos aos dois substratos da mistura
(rendimento resumido na Tabela 4.2).

Relacionando-se apenas o eugenol e seus produtos, as porcentagens na mistura séo
30% de substrato, 14,6% do dimero, e 56,5% do isdmero (Tabela 4.3). Destaca-se que
nenhum destes produtos foram observados em experimentos sem adi¢do do catalisador, em
qualquer tempo, temperatura ou razdo catalisador:substratos. Por 48 h na propor¢édo
catalisador:substratos de 1:1 mol nenhum produto de reacdo, seja metatese de olefinas seja de
isomerizacgdo, ocorreu com a piperina nas reacdes de metétese cruzada.

Aumentando o tempo reacional para 96 h, mantendo-se razéo catalisador:substratos de
1:1 mol, observou-se perfil similar a0 cromatograma para o experimento realizado por 48 h
(Figura 4.1.B). Nenhum produto de metatese cruzada, metatese de olefinas ou isomerizacéo
da piperina foram observados. Mas houve aumento do rendimento de dimero de eugenol e
eugenol isomerizado para cerca de 10 e 20% de rendimento, respectivamente. Relacionando
eugenol e seus produtos, tém-se 28,2% de substrato, 18,5% do dimero e 53,3% do isdmero do
eugenol na mistura. Com rendimentos muito proximos aos obtidos nos experimentos
realizados por 48 h (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Rendimentos relativos dos compostos na mistura, considerando apenas eugenol e
seus produtos. % (Rendimento relativo ao composto); Eug (eugenol); Dm-Eug (dimero do
eugenol); Iso-Eug (isdmero do eugenol).

Resultados quantitativo (%)

Eug Dm-Eug Iso-Eug
1:1 48h (50°C) 28,9 14,6 56,5
1:1 96h (50°C) 28,2 18,5 53,3
1:10 48h (50°C) 12,7 -- 87,3
1:10 96h (50°C) 31,8 -- 68,2
1:1 48h (70°C) -- 100 --
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Tabela 4.2. Rendimentos relativos dos compostos na mistura (em porcentagem), variando a razao catalisador;substrato de 1:1 ou 1:10 mol, o
tempo reacional de 48 ou 96h e a temperatura de 50 ou 70 °C. % (Rendimento relativo ao composto); Eug (eugenol); Dm-Eug (dimero do
eugenol); PCys (tricliclohexilfeosfina); O=PCys (tricliclohexilfeosfina oxidada); Iso-Eug (isdmero do eugenol); Pip (piperina); e Iso-Pip (isbmero
da piperina).

Metéatese Cruzada (Piperina + Eugenol) Resultados quantitativo
1:1 48h (50°C) 1:1 96h (50°C) 1:10 48h (50°C) 1:10 96h (50°C) 1:1 1h (70°C)

Compostos Rendimento Compostos Rendimento Compostos Rendimento Compostos Rendimento Compostos Rendimento

Eug 11,4 Eug 13,6 Eug 51 Eug 11,4 Dm-Eug 20,4
Dm-Eug 58 Dm-Eug 10,0 PCY3 8,3 PCY3 6,9 PCY3 27,0
PCY3 21,5 PCY3 10,2 O=PCY3 6,2 O=PCY3 12,4 O=PCY3 31,6
O=PCY3 22,2 O=PCY3 37,4 Iso-Eug 35,3 Iso-Eug 24,6 m/z 205 21,0
Iso-Eug 16,9 Iso-Eug 19,9 m/z 229 2,9 Iso-Pip 4,0
Pip 22,2 Pip 8,9 Iso-Pip 4,5 Pip 40,7

Pip 37,7
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Na reacdo por 48 h, com razdo catalisador:substratos 1:10 mol, ndo foi observado
dimero de eugenol, nem outros produtos previstos de metatese da piperina ou de metatese
cruzada (Figura 4.1.C). Porém, a piperina foi isomerizada nesta reagdo com rendimento
relativo de 4,5%. O mais notavel foi o aumento do rendimento do isdmero do eugenol de
cerca de 17%, nas reacgdes por 48h com razéo catalisador:substratos 1:1 mol, para cerca de
35% com razdo catalisador:substratos 1:10 mol. Relacionando apenas o eugenol e seu
isdbmero, tém-se na mistura 12% para eugenol e 87,3% para o iso-eugenol. No mesmo tempo
de reacdo, mas com razdo catalisador:substratos 1:1 mol, a porcentagem do isdmero foi de
56,5%. Ainda para esta relacdo, no experimento por 96 h e razdo catalisador:substratos 1:10
mol (Figura 4.1.D), observou-se na mistura 31,8% para eugenol e 68,2% para o0 iso-eugenol
(Tabela 4.3). Em relacdo ao tempo de 48 h, ndo houve variacdo consideravel de porcentagem
na mistura para iso-piperina (Tabela 4.2).

A reacdo de metatese cruzada ndo aconteceu quando eugenol e piperina sdo
misturados com G1 como catalisador, nas condi¢Oes estudadas. Evidenciando que, neste
sistema, ha preferéncia pela ligacdo dupla terminal do eugenol. Praticamente sem
impedimento estérico nesta molécula, a metatese de olefinas do eugenol foi observada. De
fato, observou-se que G1 ndo foi capaz de promover a metatese de olefinas da piperina.

ReacOes de homometatese foram realizadas para os substratos isolados. Nenhum
produto foi notado por 48h nas razdes catalisador:substratos 1:1 e 1:10 mol para a piperina
(Figura 4.2).

Piperina O=PCy, Piperina
| Razéo 1:1 mol Razéo 1:10 mol

48h 48h

Pi
O=PCy, P
Pip PCy, Iso-Pip
L_JL — o~

10 | 1‘5 | 25 | 2‘5 | 35 | 3‘5 | 40 10 | 1‘5 | 2‘0 | 2‘5 | 3‘0 | 3‘5 | 40

Figura 4.2 Cromatogramas da reacdo de homometatese da piperina. As concentracdes
catalisador:substratos foram de 1:1 ou 1:10 mol, no tempo reacional de 48 h em temperatura
de 50°C. PCy3 (tricliclohexilfeosfina); O=PCy3 (tricliclohexilfeosfina oxidada); Pip
(piperina); e Iso-Pip (isbmero da piperina).
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E realizando a homometatese para o eugenol (Figura 4.3) nas mesmas condigdes de
razdes catalisador:substratos 1:1 e 1:10 mol foi observado a formacéo do dimero do eugenol.
O que parece evidenciar ainda mais a necessidade da existéncia de uma ligacdo dupla

olefinica terminal.

Eug Eugenol Eug Eugenol
Razéo 1:1 mol Razédo 1:10 mo
48h 48h

Dm-Eug O=PCy,
Dm-Eug O=PCys
.;) ‘ 1‘0 ‘ 1‘5 ‘ 2‘0 ‘ 2‘5 ‘ 3‘0 ‘ 3‘5 ‘ 40 5‘ ‘ 1‘0 ‘ 1‘5 ‘ 26 ‘ 2‘5 ‘ 3‘0 ‘ 3‘5 ‘ 40

Figura 4.3. Cromatogramas da reacdo de homometatese do eugenol. As concentracdes
catalisador:substratos foram de 1:1 ou 1:10 mol, no tempo reacional de 48 h em temperatura
de 50°C.Eug (eugenol); Dm-Eug (dimero do eugenol); PCy3 (tricliclohexilfeosfina); O=PCy3
(tricliclohexilfeosfina oxidada); Iso-Eug (isomero do eugenol);

O estimulo para realizagdo das reacOes de metatese cruzada do eugenol e piperina
advém de estudos descritos na literatura, com metil-eugenol (ME) [91], &lcool cinamilico
(AC) e acetato cilamilico (ACM) [92], catalisados por catalisadores de Grubbs de primeira
geracdo (G1), segunda geracdo (G2) e pré-catalisadores [RuClz(PPhs)-piperidina] (LN-1) e
[RUCI2(PPhs)zperidroazepina] (LN-2). Mesmo sem ligacdo dupla olefinica terminal, AC e
ACM sofreram reacdo de metatese. Além disso, em todos os casos houve reacBes sucessivas
gue geraram novas espécies ativas a partir da coordenacdo inicial do substrato. Assim,
esperava-se que a coordenacdo inicial com o eugenol gerasse uma espécie ativa capaz de
promover a metatese da piperina [91,92].

A reacdo de metatese do eugenol utilizando o catalisador de Grubbs de 22 geragéo foi
realizada e é descrita na literatura com a formagdo do dimero com m/z= 300 g.mol?,
corroborando assim com a proposta de produto desse trabalho e que a reacdo de
homometatese do eugenol é favoravel [93]. O produto da dimerizacdo do eugenol também foi
sintetizado atraves da reacdo de metatese com o catalisador de Hoveyda-Grubbs suportado

com SBA-15 e analisado quanto a atividade antioxidante no teste de DPPH, apresentando
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maior atividade antioxidante quando comparado ao eugenol associado a melhor capacidade do
dimero na eliminacéo de radicais livres [94].

Ja em relacdo a formacdo do dimero do eugenol, produto de homometatese do
eugenol, a partir da mistura dos dois substratos, 0 aumento da razdo catalisador:substratos de
1:1 para 1:10 mol suprimiu a sua formacdo. N&o se descarta a possibilidade da coordenagéo
de duas moléculas de eugenol, uma vez que é conhecido que G1 perde a fosfina durante o
processo reacional. Esta reacdo de carater associativo, deve dificultar a formacdo do
intermediario ciclometalobutano, impedindo a metatese de olefinas, mas favorece a
isomerizacao dos substratos, inclusive da piperina.

A fim de confirmar a tendéncia de favorecimento do processo de metatese de olefina
nos experimentos com catalisador:substratos de 1:1 mol, ensaios nesta razao por 48h, em 70
°C foram realizados (Figura 4.4). Houve o consumo total do eugenol, formacdo de dm-
eugenol com cerca de 20% na mistura. E relacionando apenas eugenol e dm-eugenol, 100%

deste Gltimo foi notado. A 70 °C e 48h, nenhuma transformacéo ocorreu com a piperina.

Razédo 1:1 mol
48h 70°C
i j[i Osz/CY;
Razédo 1:1 mol O=PCY,
48h 50°C
Eu
J PCY; Iso-Eug
\ Dm-Eug L
5 10 15 20 25

Tempo de retencdo (min)

Figura 4.4. Cromatogramas da reacdo de metatese cruzada da piperina com o eugenol. Raz&do
catalisador:substratos de 1:1 mol, por 48h a 70 °C. Eug (eugenol); Dm-Eug (dimero do
eugenol); PCys (tricliclohexilfeosfina); O=PCyz (tricliclohexilfeosfina oxidada); Iso-Eug
(isbmero do eugenol).
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Para a complementacdo das analises de Cromatografia Gasosa, utilizou-se 0s
espectros de massas do produto da reacdo de metatese do eugenol (Figura 4.5). E
realizou-se a proposta para 0 mecanismo de fragmentacdo do dimero de eugenol
formado (Figura. 4.6). A proposta de fragmentacédo foi baseada em trabalhos de estudo a

comparacédo do espectro de massas do estilbeno com o de outras [95].

10,000)
l'0: 131
0.75
f 176
0.5 55
0.25 7 LM
00: i ‘ |M: 1?9 4 0

00 B0 W00 150 100 150 W00 B0 %0 B0 N0 3%

Figura 4.5. Espectro de massas (EM) do produto da reacdo de metatese de EUG catalisado
por G1. Condicdes reacionais: razdo Ru:substrato de 1:1 mol, 50° C por 48 h,
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De fato, a coordenacdo da piperina ao centro metélico de Ru ocorreu, uma vez que
observou-se a formacdo de iso-piperina (Figura 4.1C,4.1D). E provavel que a coordenacéo
tenha formado uma espécie inerte, incapaz estericamente de promover a formacdo do
ciclometalobutano; intermediario dos processos de metéatese.

A principal proposta para a inércia de moléculas como a piperina, que possuem mais
de uma ligacdo dupla olefinica, ou mesmo heteroatomos como oxigénio com hibridagio sp? é
a coordenacdo dupla [91,96] (Figura 4.7). O efeito quelante estabiliza o complexo,
dificultando a mobilidade necesséria para formacdo dos intermediarios reacionais. Com o
acetato cinamilico, a coordenacdo dupla do oxigénio e da ligacdo dupla olefinica também
dificultaram o processo de metatese [91]. Outro exemplo foi a observacdo da coordenacgédo
dupla das duas ligacdes duplas olefinicas do norbornadieno nas reacdes de polimerizagédo via
metatese, comparando com o similar norborneno, com apenas uma ligagao dupla olefinica, ha

uma diminuigéo do rendimento de polimerizacao [96].

E Caminho A '
: 0 :
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E Cl' | Ph \ - /—O / \ :
: PPh, aZaa :
: 0 :
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: :

Figura 4.7. Mecanismo de formacdo da espécie inerte, incapaz estericamente de promover a
formacao do ciclometalobutano
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4.2 Teste para Deteccao de Tumores Epiteliais (ETT)

A toxicidade, o efeito carcinogénico e anticarcinogénico da piperina (PIP) e do
eugenol (EUG) foram avaliados neste estudo por meio do Teste de Tumor Epitelial (Epithelial
Tumor Test - ETT) em D. melanogaster submetidas a tratamento crénico em diferentes
concentragBes (60, 120, 180 e 360 mg/Kg de puré), via exposicdo oral e topica,
individualmente ou em associagdo com 0s controles agentes cancerigenos.

No ensaio de toxicidade, a partir da descendéncia gerada no cruzamento mwh x wts,
ndo foram observadas diferencas nas taxas de sobrevivéncia entre as larvas tratadas com
piperina (PIP) nas diferentes concentragdes e o controle negativo (CN1 - Tween 20 — 2%).
Desta forma, a PIP quando administrada isoladamente néo afetou o processo de metamorfose
e consequente a formacdo de individuos adultos de D. melanogaster. No entanto, a
combinacdo PIP + CP1 (MMS) foi toxica nas concentracfes 180 e 360 mg/Kg de puré, uma
vez que as taxas de sobrevivéncia nesses tratamentos foram 76,1 e 77,7%, inferiores ao CP1
(92,9%) quando administrado isoladamente (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 Taxas de sobrevivéncia de D. melanogaster no Teste de Tumor Epitelial (ETT)
apos exposicdo a diferentes concentracGes de piperina (PIP) e eugenol (EUG) individualmente
ou em associagdo com os controles positivos, CP1 - Metanossulfonato de Metila (MMS-
3mM) e CP2 - doxorrubicina (DXR - 0,125mg/mL), respectivamente e controle negativo
Tween 20 - 2% e 6leo de soja

Tratamento PIP EUG
Ensaio Controle negativo 78,9 100
Controle positivo 92,9 92,1
60 mg/ Kg 85,3 64,0*
Carcinogénico 120 mg/ Kg 85,1 42, 7%
180 mg/ Kg 100* 68,7*
360 mg/ Kg 71,6 45,5*
60 mg/ Kg 81,5 53,4%
Anticarcinogénico 120 mg/ Kg 827 758
180 mg/ Kg 76,1% 57,3%
360 mg/ Kg 77,7% 65,7%

*, # Valores significativos pelo teste de qui-quadrado quando comparados aos controles negativo e positivo,
respectivamente.

A baixa toxicidade da piperina ou auséncia de toxicidade foi demonstrada em estudos
in vitro em células ovarianas de hamster chinés e descobriram que a piperina ndo é genotoxica

[96] em estudos in vivo, Sunila; Kuttan, (2004) observaram aumento significativo na taxa de
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sobrevivéncia de 58,8% em camundongos com carcinoma ascitico de Ehrlich (EAC) tratados
com PIP na concentracdo de 1,14 mg/dose/animal [97]. Também em camundongos, Dogra et
al., (2004) demonstraram que a PIP na dose 1,12 mg/kg do animal pode ser considerada uma
dose imunologicamente segura de nenhum nivel de efeito adverso observado [98].

J4 a toxicidade do eugenol (EUG) foi evidenciada pela diminuicdo da taxa de
sobrevivéncia em D. melanogaster. O nimero de larvas que completaram o ciclo foi inferior a
70% em todos os tratamentos. As combinacdes EUG + CP2 (DXR) também foram toxicas,
com excecdo da concentracdo 120 mg/Kg de puré. Atividade inseticida ja foi relatada em
estudos com besouros (Acanthoscelides obtectus) em contato direto com o EUG [99] e em
moscas brancas (Bemisia tabaci) expostas ao vapor do 6leo [100]. Essa atividade inseticida
tem atraido atencao para o uso do EUG no controle de pragas na agricultura [101, 102], o que
reforca a necessidade de avaliacdo dos efeitos toxicos deste 6leo sobre organismos ndo-alvos.

A toxicidade do EUG também foi relatada em outros organismos tais como:
microcrustaceo (Daphnia magna), bactéria (Aliivibrio fischeri), alga (Desmodesmus
subspicatus) [103] e ratas Wistar prenhes [104]. Todos esses achados corroboram com o
presente estudo sobre a toxidade do EUG, e o estresse oxidativo oriundo a partir da via de
metabolizacdo do EUG resultando em compostos citotdxicos é apontado como a causa da
toxidade desse composto [104].

No entanto, estudo in silico sobre a toxidade do eugenol utilizando o software GUSAR
demonstrou que nas vias de administracdo intravenosa, oral e subcutanea o eugenol foi
indicado como pouco tdxico, ja na via intraperitoneal como atdxico, levantando
questionamentos ndo explicados sobre a toxidade dessa substancia [105].

Uma vez realizada a separacdo dos individuos adultos de acordo com o fenétipo dos
pelos em longos e finos (portadores do gene wts) ou curtos e grossos procedeu-se com a
avaliacdo da ocorréncia de tumores (verrugas-warts), sendo os individuos de pelos curtos e
grosso descartados e apenas portadores do marcador wts avaliados. No total, foram analisadas
200 moscas adultas para o tratamento carcinogénico e 180 para o tratamento
anticarcinogénico.

A frequéncia total de tumores observada nos descendentes heterozigotos marcados
(MH) tratados com PIP isoladamente nas concentracdes de 180 e 360 mg/kg de puré de batata
foram maiores quando comparadas a frequéncia observada no CN1 (Tabela 4.5). Assim, 0s
resultados indicam potencial carcinogénico da PIP nessas duas concentracbes em D.

melanogaster.
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Tabela 4.5. Frequéncia de clones de tumores com o Teste de Tumor Epitelial (ETT) em D.
melanogaster para o gene supressor de tumor wts tratadas com piperina (PIP) isolada ou em
associacdo com o metanossulfonato de metila (MMS 3mM)

Tratamentos Numeros  Numero de tumores analisados Frequéncia

MMS PIP demoscas QOlho Cabeca Asa Corpo Perna Halteres Total (n°de
(mg/mL) (ug/mL) analisadas tumores/

moscas

0 0 200 0 0 1 1 0 0 2 0,010

0 60 200 0 0 3 2 0 0 5 0,025

0 120 200 0 1 0 3 0 0 4 0,020

0 180 200 0 3 3 3 1 0 10 0,050"

0 360 200 0 0 3 7 1 0 11 0,055"

3 0 180 0 0 14 8 1 1 24 0,133"

3 60 180 0 0 3 7 1 0 11 0,061*

3 120 180 0 0 6 2 0 1 9 0,050*

3 180 180 0 0 2 5 0 0 7 0,039*

3 360 180 0 0 4 7 1 1 13 0,072

Diagnostico estatistico por meio do teste de qui-quadrado para amostras independentes. Nivel de significancia
p=0,05. *Valores considerados diferentes do controle negativo e *valores considerados diferentes do controle
positivo.

Em células somaticas de Allium cepa a PIP nas concentracdes 50, 100 e 200uM
blogueou o progresso do ciclo celular ainda em préfase, o que reduziu significativamente o
indice mitético nas células avaliadas [106]. No entanto, no presente estudo, observou-se a
inducéo da proliferagdo celular na forma de verrugas, que no ETT, é controlada pela presenca
do gene wts, um gene supressor de tumor, onde as mutagdes pontuais nesse gene podem levar
a perda de funcdo e consequentemente a proliferacdo celular na forma de tumores [23]. A
perda do gene wts por mutacdo induzida pela PIP é reforcada ainda pelas observagdes de Dias
et al. (2021) que também relataram a ocorréncia de micronucleos e brotos nucleares em A.
cepa aos quais foram relacionados a um efeito genotoxico da PIP.

O agente indutor de danos utilizado no experimento de anticarcinogénese para avaliar
0 potencial da PIP foi o metanossulfonato de metila (CP1 - MMS - 3mM) (Figura 4.8). O
nimero de tumores induzidos pelo MMS foi maior que o nimero de tumores no CN1
demonstrando que, além do potencial mutagénico ja bem descrito do MMS em ensaios de
genotoxicidade [107] e mutagenicidade [108] o mesmo pode ser usado também em ensaios

como indutor de tumores em D. melanogaster [23,109].
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s\ /CH3

H,C 0
0

Metanossulfonato de metila

Figura 4.8. Estrutura quimica do metanossulfonato de metila.

O MMS é um agente alquilante, que transfere grupos alquil para moléculas bioldgicas
como o DNA, bastante conhecido por suas propriedades neoplasicas, carcinogénicas e
mutagénicas, que atua no DNA por meio da metilacdo, transformando as bases guanina em 7-
metilguanina e adenina para 3-metiladenina [110], causando, respectivamente, o pareamento

incorreto de bases e blogueio dos blocos de replicagdo [111] (Figura 4.9).

/ s " n
LI — <Ii

Guanina . .
7-metilguanina
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Adenina 3-metiladenina CH*

Figura 4.9. (A) Metilagdo da base guanina a partir do MMS; (B) Metilagéo da base adenina a
partir do MMS (adaptado de [112]).
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Naturalmente, a 7-metilguanina ndo possui quaisquer propriedades mutagénicas ou
citotdxicas, mas é propensa a depurinacdo espontanea para formar um local apurinico que é
toxico e mutagénico. Em contrapartida, a lesdo causada por 3-metiladenina é altamente
citotdxica, pois pode bloquear a maioria das DNA polimerases e, dessa forma, inibir a sintese
de DNA [113].

Nas moscas tratadas com PIP nas concentragfes de 60, 120 e 180 mg/kg de puré de
batata em associacdo com o MMS observou-se reducdo na frequéncia de tumores quando
comparadas com o CP1 (Tabela 4.5). Nessas concentragdes a PIP modulou a atividade
carcinogénica do MMS, diminuindo o numero de tumores de forma concentracdo-dependente.

A modulacédo da PIP aos danos induzidos pelo MMS ao DNA também foi estudada em
modelo vegetal por Dias et al. (2021), no entanto, os autores ndo observaram qualquer efeito
indutor ou inibidor da piperina sobre a citotoxicidade do MMS seja nos protocolos de pre,
simultdneo ou pos-tratamento. A diminuicdo no numero de alteragdes cromossémicas
observada em A. cepa foi atribuida ao efeito citotdxico apresentado pela PIP, também
avaliado no estudo, e ndo a um possivel efeito protetor.

Ja no presente estudo, a reducdo significativa no nimero total de tumores nas
concentracOes de 60, 120 e 180 mg/kg de PIP em associagdo com MMS utilizando bioensaio
ETT em D. melanogaster pode ser atribuida a um efeito protetor da PIP em co-tratamento
com 0 MMS. Como 0 MMS ndo requer ativacdo metabodlica, a PIP pode interagir diretamente
com o0s grupos radicais metila do MMS e inativa-los por reacdo quimica [108]. Esses dados
corroboram com as observacdes de Selvendiran et al. (2004) que demonstraram potencial
efeito protetor da piperina contra a carcinogénese induzida por quimicos e aflotoxina B1 em
ratos [114].

Em camundongos fémeas transplantadas com Sarcoma 180 a PIP inibiu o
desenvolvimento do tumor sélido em até 56% apds 7 dias de tratamento, no entanto a
atividade antitumoral foi relacionada a efeitos toxicos no figado e nos rins, embora esses
sejam reversiveis [70].

Lai et al. (2012) avaliaram o efeito da PIP no crescimento tumoral e metastase de
carcinoma mamario de camundongo 4T1 altamente maligno in vivo e in vitro utilizando o
ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio) e
verificaram que a PIP pode inibir o crescimento do tumor induzindo a apoptose celular e o
bloqueio do ciclo celular em G2/M. Também pode suprimir o crescimento do tumor 4T1 e

metastases in vivo [71].
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O potencial citotoxico e apoptotico da PIP também foi relatado em células A549 de
cancer de pulméo humano, um dos tipos de cancer mais recorrentes, contatou-se que a PIP
pode induzir a parada do ciclo celular mediada pela proteina p53, através da ativacdo das
cascatas das caspase-3 e caspase-9 e consequente indugéo de apoptose [72].

As frequéncias de tumores encontrados nos diferentes segmentos do corpo das D.
melanogaster tratadas com concentracfes isoladas de EUG (120, 180 e 360 mg/kg) foram
maiores quando comparadas a frequéncia observada no CN2 evidenciando a presenca de

efeito carcinogénico nessas concentragdes (Tabela 4.6).

Tabela 4.6. Frequéncia de clones de tumores com o Teste de Tumor Epitelial (ETT) em D.
melanogaster para o gene supressor de tumor wts tratadas com eugenol (EUG) isolado ou em
associacdo com a Doxorrubicina (DXR 0,125 mg/mL) e o 6leo de soja como controle

negativo
Tratamentos NUmeros NUmero de tumores analisados Frequéncia
DXR EUG de moscas Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halteres Total (n°de
(0,125 (ng/mL) analisadas tumores/
mg/mL) maoscas
0 0 200 0 0 0 17 0 0 17 0,09
0 60 200 0 0 3 15 0 3 21 0,11
0 120 200 0 3 3 47 6 0 59 0,30"
0 180 200 0 2 3 27 7 0 39 0,20"
0 360 200 2 0 4 29 0 0 35 0,18"
0,125 0 200 10 3 5 60 4 13 95 0,48"
0,125 60 200 0 4 0 26 1 0 31 0,16#
0,125 120 200 0 0 2 30 0 0 32 0,16%
0,125 180 200 0 1 2 24 0 0 27 0,14#
0,125 360 200 0 1 5 20 1 1 28 0,14%

Diagnostico estatistico por meio do teste de qui-quadrado para amostras independentes. Nivel de significancia
p=0,05. *Valores considerados diferentes do controle negativo e *valores considerados diferentes do controle
positivo.

Duas vias de metabolizacdo do eugenol sdo conhecidas: epoxidacédo e hidroxilacdo, a
primeira leva a formacdo do composto 2,3-epoxyeugenol, uma substancia caracterizada pela
acao mutageénica in vitro e como composto carcinogénico in vivo [115]. A segunda rota leva
ao metabdlito 1-hidroxyeugenol, rapidamente transformado em meteto de quinona (MQ) via
reacdo de desidratacdo mediada pelo citocromo P450. O 1-hidroxyeugenol caracteriza-se
como pro-oxidante capaz de induz danos ao DNA por meio da quebra de fitas simples [116].

Em D. melanogaster usando o SMART ndo foi observada agcdo mutagénica ou
recombinacdo mitdtica em cruzamento padrdo (ST), no entanto esses danos foram observados
em cruzamento de alta bioativacdo (HB), caracterizando um efeito indireto do EUG nesses

organismos [117]. A diferenca entre os dois cruzamentos esta relacionada com a quantidade
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de enzimas metabdlicas do complexo CYP450 presentes nos descendentes ST em nivel basal
e no HB em nivel elevado, o que reflete o alto nivel de metabolizacdo nesses ultimos [118]. O
complexo CYP450 é formado por uma familia de enzimas cuja principal funcdo é a
transformacdo de substincias toxicas em menos tdxicas, com o objetivo de dificultar sua
absorcdo e facilitar sua eliminagdo do organismo a partir de reacdes de biotransformacao.
Porém, esse processo de biotransformacdo de xenobidticos (agrotoxicos, medicamentos e
produtos quimicamente industrializados, aditivos alimentares, poluentes ambientais) e
algumas drogas pode ter efeito contrario, alguns metabdlitos podem nédo serem inativados e
assim apresentar atividade aumentada ou propriedades toxicas, incluindo mutagenicidade,
teratogenicidade e carcinogenicidade [119].

Ressalta-se que as linhagens utilizadas no ETT neste estudo apresentam niveis basais
do complexo CYP450 o que evidencia uma atividade carcinogénica direta do EUG em D.
melanogaster, além das atividades mutagénicas e carcinogénicas indiretas ja relatadas [115-
117].

O agente indutor de danos utilizado no experimento de anticarcinogénese para avaliar
o0 potencial do EUG foi a doxorrubicina (CP2 - DXR — 0,4mM) (Figura 4.10). O niamero de
tumores induzidos pela DXR foi maior que o0 numero de tumores no CN2 demonstrando que,
além do potencial mutagénico ja bem descrito da DXR no Somatic Mutation and
Recombination Test (SMART) a mesma pode ser usada também no ETT como indutor de

tumores em D. melanogaster [120,121].

O
O
%
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OH

Doxorrubicina

Figura 4.10. Estrutura quimica da doxorrubicina.
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A DXR é uma eficiente droga quimioterapica amplamente utilizada no tratamento de
algumas doencas oncologicas, como sarcomas, leucemia, pulméo e cancer de mama e doencas
hematologicas [122]. A DXR intercala com pares de base de hélices de DNA inibindo a
replicagdo do DNA ao afetar a topoisomerase 1l [123]. Gracas a seu grupo quinona, a DXR
também gera radicais livres em tecidos normais e malignos. Para isso, reage com a citocromo
P450 redutase na presenca de NADPH, formando intermediarios de radicais semiquinonas.
Estes, por sua vez, reagem com 0 oxigénio catabolizado pelo ferro, produzindo radicais de
anion superoxido, que gera perdxido de hidrogénio e radicais hidroxila, ambos sdo toxicos
para as células [124,125].

Contudo, os resultados dos individuos tratados com concentracfes de EUG (60, 120,
180 e 360 mg/kg) associadas a DXR apresentaram reducdo na frequéncia de tumores quando
comparados com os individuos tratados apenas com a DXR (CP2) (tabela 4.6).

O potencial quimiopreventivo do eugenol também foi observado in vitro em células
MCF-7, nas quais o dano ao DNA foi induzido pelo 7,12-dimetilbenz[a] antraceno (DMBA).
O eugenol inibiu a formacéo do aduto DMBA-DNA através da forte inibicdo da atividade das
proteinas que catalisam a biotransformacdo do DMBA (CYP1Al e CYP1B1) levando a
diminuicdo da ativacdo do receptor de hidrocarboneto de arila e da ligacdo ao DNA. O
eugenol também inibiu a inducdo de CYP1A pelo DMBA e aumentou a expressao e atividade
da enzima NADPH, que é importante como desintoxicante para DMBA, sendo assim,
considerado como um potente quimiopreventivo contra a genotoxicidade através da supressdo
da ativacdo do DMBA e da inducéo de sua desintoxicagéo [126].

A associacdo do eugenol com o agente quimioterapico gencitabina, no ensaio MTT em
células HeLa, indicou que o eugenol quando testado isoladamente ndo apresentou efeito
citotoxico. E quando em associacdo com a gencitabina estes induziram a diminuicdo
significativa da viabilidade celular, os resultados indicam que 0 eugenol exerceu suas
atividades via inducdo do apoptose e das propriedades anti-inflamatérias pela regulacdo
negativa de Bcl-2, COX-2 e IL-1p [127].

A acdo antioxidante do eugenol ja é amplamente conhecida e relatada na literatura
[128-130]. Estudos de calculos computacionais e tedricos sobre a estrutura geometricas e
eletronicas do eugenol relataram que ele pode retardar a formacao de células cancerigenas ao
impedir a deterioracdo dos radicais livres quando é dissolvido no sangue e interagir com
outras moléculas [131]. Estudos complementares apontam que 0s mecanismos atuantes do
eugenol contra células cancerigenas estdo na acdo de prevencdo exercida pelo efeito

antioxidante e na morte das células cancerigenas induzidas pelo efeito pro-oxidante [132].
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Estudos in silico sobre a anticarcinogenicidade do eugenol, obtiveram como resultado
diversas atividades bioldgicas positivas com probabilidade de atividade superior a 0,700
(parametro utilizado no software PASS) indicando o efeito antimutagénico, estimulante da
caspase, tratamento pré neoplasico e agonista do apoptose [105].

Comparando o desempenho das duas drogas utilizadas como agente indutores de
tumores nesse estudo, 0 MMS e a DXR, observou-se que a frequéncia de tumores induzidos
pela DXR (0,48%) foi maior que a frequéncia induzida pelo MMS (0,13%) no ETT com D.
melanogaster, esse resultado foi importante para subsidiar tomadas de deciséo frente a novos
estudos que serdo realizados futuramente no Laboratério de Genética da UESPI.

Em ambos os ensaios realizados neste estudo, a maioria dos tumores observados estéo
concentrados no corpo e nas asas das D. melanogaster, sendo que foi possivel observar que as
moscas geralmente possuiam de 1 a 3 tumores por apéndice. A distribuicdo de tumores pelo
corpo ¢ funcdo da quantidade de células presentes nesses apéndices, visto que a chance da
perda de heterozigose do gene warts € maior em locais com maior numero de células, o que
justifica a prevaléncia de tumores nessas regides especificas do corpo das moscas [82].

Ademais, a conservacdo evolutiva de genes supressores de tumor entre D.
melanogaster e mamiferos tem estimulado mais pesquisas na inducdo e desenvolvimento de
tumores em Drosophila, sendo que estes estudos podem contribuir diretamente para o
entendimento do cancer em seres humanos, uma vez gque numerosos proto-oncogenes e
supressores de tumores em mamiferos sdo bastante conhecidos em D. melanogaster. As
células dos discos imaginais se desenvolvem formando estruturas da epiderme da mosca
adulta, sendo que estas células possuem o controle do ciclo celular similares as células
somaticas de mamiferos [85].

Assim, os resultados desse estudo reforcam a interacdo da PIP com o MMS,
modulando o efeito carcinogénico deste, além disso, demonstraram importante atividade
quimioprotetora nas duas menores concentragcfes (60 e 120 mg/kg de puré). Enquanto o EUG,
embora ndo tenha apresentado efeito protetor, visto que foi toxico em todas as concentracfes
e carcinogénico para 120, 180 e 360 mg/Kg de puré, demonstrou forte acdo moduladora
inibindo o efeito carcinogénico da DXR quando em associacdo em todas as concentracoes

testadas.
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No estudo proposto, a metatese cruzada da PIP e EUG ndo aconteceu nas condi¢des
reacionais propostas, o que foi atribuido ao efeito quelante da coordenacdo dupla da piperina.
O catalisador de Grubbs (G1) foi ativo para a metatese do eugenol e inativo para a metatese
da piperina. O G1 apresentou preferéncia pela ligacdo dupla terminal, praticamente sem
impedimento estérico, presente na molécula do eugenol e ndo foi capaz de promover a
metatese da piperina, mesmo tendo ocorrido a coordenacdo da piperina ao centro metalico de
Ru do catalisador, fato confirmado pela observacdo do isomero da piperina. Processos de
isomerizagdo também foram observados para o eugenol, refor¢cando a acéo catalisadora de G1
para esse tipo de reacéo.

A utilizacdo de D. melanogaster como organismo teste para avaliacdo dos efeitos
carcinogénicos e anticarcinogénicos da PIP e do EUG, através do Teste de Tumor Epitelial
(ETT), permitiu verificar que a PIP, embora ndo tenha sido tdxica para esses organismos, foi
carcinogénica nas concentracfes de 180 e 360 mg/kg de puré de batata, enquanto o0 EUG
apresentou potencial toxico para esses organismos em todas as concentracfes e carcinogénico
nas concentragdes 60, 120, 180 e 360 mg/kg de puré.

A PIP demonstrou efeito modulador inibitério dose-dependente, nas concentragdes 60,
120 e 180 mg/kg de puré, sobre a atividade carcinogénica do MMS (3mM) quando
administrada em co-tratamento, desta forma, pode-se dizer que efeito protetor foi observado
apenas nas concentracdes de PIP 60 e 120 mg/kg de puré de batata, sendo essas consideradas
promissoras para estudos futuros com vistas ao tratamento de neoplasias. O EUG apresentou
potente efeito modulador inibitério da atividade carcinogénica da DXR em todas as
concentrages testadas, no entanto, ndo podemos dizer que efeito protetor foi observado, visto
que o EUG foi considerado toxico e carcinogénico.

Os resultados deste estudo norteardo pesquisar futuras na area de sintese organica e
carcinogénese com vistas a obtencdo de novos compostos e a investigagdo do potencial

bioldgicos desses.
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