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RESUMO 

SOUSA, M. A. R. AÇÕES TERAPÊUTICAS DO METIL-EUGENOL NA 
INFLAMAÇÃO AGUDA DE PULMÃO INDUZIDA EM RATOS. 2023. 49 
p. Dissertação (Mestrado em Química) – Universidade Estadual do Piauí. 
Teresina. 

A síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) é uma doença inflamatória que 

acomete os pulmões, com ruptura da barreira alvéolo-capilar e perda da complacência 

pulmonar orquestradas por intenso processo inflamatório mediado por neutrófilos que 

culmina com o dado alveolar difuso e hipóxia tecidual. Neste contexto, nenhum 

medicamento específico ainda foi aplicado para tratar a síndrome. Portanto encontrar 

novos alvos terapêuticos que possam tratar a síndrome tornou-se estudo de 

investigação. Diante disso, o metil-eugenol (ME) é o alvo deste estudo. O objetivo 

deste trabalho foi realizar uma análise farmacológica e toxicológica in silico  com o 

ADMET, bem como determinar por meio do ancoramento molecular a afinidade de 

interação das enzimas 5-lox e cox-2 com o ME e em seguida os testes in vivo; em que 

ratos machos foram distribuídos em cinco grupos com cinco ratos cada, em que alguns 

grupos foram submetidos ao processo de isquemia e reperfusão (I/R). Os grupos G4 

e G5 foram tratados por via inalatória com metileugenol (10%). Após a conclusão 

desses procedimentos foi realizado a contagem de células totais e a histologia 

pulmonar. Na predição ADMET o metil-eugenol apresentou absorção intestinal alta e 

barreira hematoencefálica de média permeabilidade. Frente a regra de Lipinski, o 

metil-eugenol não teve nenhuma violação demonstrando alto potencial para candidato 

a fármaco. O ancoramento molecular demonstrou que o metil-eugenol obteve maior 

afinidade de ligação com a enzima 5-Lox. Por fim, as análises estatística e histológica 

do ME demonstraram a sua eficácia farmacológica quanto a diminuição da quantidade 

de células inflamatórias, macrófagos livres e diminuição dos radicais livres. Os 

resultados indicaram que o óleo do ME é uma opção favorável de abordagem 

terapêutica no tratamento da SDRA. 

 

Palavras-chave:  Abordagem terapêutica; Metil-eugenol; Ancoramento molecular; 

Lesão de isquemia e reperfusão. 



ABSTRACT 

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) is an inflammatory disease that affects 

the lungs, with rupture of the alveolar-capillary barrier and loss of lung compliance 

orchestrated by an intense inflammatory process mediated by neutrophils that 

culminates in diffuse alveolar data and tissue hypoxia. In this context, no specific drug 

has yet been applied to treat the syndrome. Therefore, finding new therapeutic targets 

that can treat the syndrome has become a research study. In view of this, methyl-

eugenol (ME) is the target of this study. The aim of this work was to carry out an in 

silico pharmacological and toxicological analysis with ADMET, as well as to determine 

the interaction affinity of the 5-lox and cox-2 enzymes with ME by means of molecular 

docking, and then in vivo tests; in which male rats were distributed into five groups with 

five rats each, in which some groups were subjected to the ischemia and reperfusion 

(I/R) process. Groups G4 and G5 were treated by inhalation with methyl-eugenol 

(10%). After completing these procedures, total cell counts and lung histology were 

performed. In the ADMET prediction, methyl-eugenol showed high intestinal 

absorption and a medium-permeability blood-brain barrier. Methyl-eugenol had no 

violations of Lipinski's rule, demonstrating high potential as a drug candidate. 

Molecular docking showed that methyl-eugenol had the highest binding affinity with the 

enzyme. 

 

Keywords: Therapeutic approach; Methyl eugenol; Molecular docking; 

Ischemiareperfusion injury. 
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Capítulo 1 

CAPÍTULO 1 -  INTRODUÇÃO 

 

A lesão pulmonar aguda (LPA) e a síndrome do desconforto respiratório agudo 

(SDRA) são definidas por um edema pulmonar não cardiogênico onde ocorre um dano 

alveolar difuso, principalmente com conteúdo proteico, ou seja, um processo 

inflamatório de base importante com uma excessiva resposta inflamatória do pulmão, 

associada ao recrutamento de neutrófilos polimorfonucleares (PMNs), lesão do 

parênquima pulmonar, edema intersticial e ruptura da integridade epitelial [1,2]. Essa 

síndrome clínica continua sendo a principal causa de morte em unidades de terapia 

intensiva [3]. Apesar de uma melhor compreensão de sua fisiopatologia, atualmente 

não existem tratamentos eficazes. Nesta pesquisa, analisamos o efeito protetor do 

metileugenol (ME) contra o dano oxidativo pulmonar in vivo e in silico. 

A patogênese de distúrbios LPA/SDRA incluem estresse oxidativo/antioxidante 

e instabilidade inflamatório/anti-inflamatório, regulação positiva de moléculas de 

adesão e aumento da produção de quimiocinas [1,4]. Citocinas inflamatórias, como a 

interleucina 1β (IL-1β), IL-8 e IL-6, atuam em uma função significativa na 

intermediação e ampliação de LPA /SDRA, induzindo quimiotaxia e a ativação de 

neutrófilos [2]. A isquemia-reperfusão intestinal (I/R) é uma forma bastante 

estabelecida que imita as alterações morfológicas e funcionais analisadas na SDRA. 

A I/R intestinal aumenta a permeabilidade vascular após cirurgia cardíaca e aórtica, 

choque ou trauma crítico [5]. Pesquisadores examinaram os mecanismos dessa lesão, 

sugerindo que a isquemia intestinal posterior serve como leito primário para leucócitos 

circulantes [6]. 

Nenhum medicamento específico foi administrado para controlar LPA ou 

SDRA. Portanto, encontrar novos alvos terapêuticos e descobrir novos medicamentos 

para curar a SDRA tornou-se objeto de investigação. Modelos animais de LPA são 

instrumentos significativos para esmiuçar as funções envolvidas na SDRA em 



Capítulo 1 - Introdução 15 

 

humanos. Vários procedimentos foram elaborados em diferentes estirpes animais que 

podem provocar a LPA, cada qual com suas próprias vantagens e limitações. 

O metil-eugenol (4-alil-1,2-dimetoxibenzeno) é um composto com estrutura 

análoga ao eugenol, que possui massa molar de 178.23 g.mol-1, é um produto 

encontrado nos óleos essenciais de uma diversidade de plantas como: Myristica 

fragran H. (Myristicaceae), Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae), Assarum 

eurapaeum, Acacia senegal (L.) Willd. (Mimosaceae), Piper nigrum L. (Piperaceae) e 

Croton nepetaefolius Baill (Euphorbiaceae) [7, 8]. 

A partir da análise dos espectros de massas do ME com as sequencias de 

fragmentação [9] (Figura A.1 - Anexo A) podemos observar que há um fragmento com 

pico m/z em 178, confirmando a formação do íon molecular. Logo em seguida um 

elétron foi removido de um orbital de maior energia da molécula e o fragmento com 

pico em m/z 147 [M-31], que é um pico típico referente a perda do – OCH3 do éter.  

O fragmento com pico m/z em 115, também foi formado pela perda do grupo – 

OCH3. Logo após há a clivagem da ligação simples formando o cátion benzila 

apresentando um pico com m/z 91, em seguida ele rapidamente se rearranjou 

formando o pico base do íon tropílio com m/z 91. Pois quando cadeias maiores estão 

presentes pode ocorrer a quebra para eliminar parte da cadeia carbônica como radical 

formando primeiro o cátion benzila e depois rearranjar até o íon tropílio. No pico com 

m/z 77 ocorreu uma clivagem sigma e no pico com m/z 51 ocorreu clivagem pi e 

rearranjo. 

A exposição humana ao metil-eugenol pode acontecer por meio da utilização 

de cosméticos de modo direto na pele ou por via oral por meio de substâncias que 

estão incluídas nos alimentos. Frequentemente é empregado como um potente 

bactericida por suas propriedades antimicrobiana, anti-inflamatória, analgésica, 

antioxidante, antitumoral, antifúngica, antipirética, antimutagênica, antiplaquetária, 

antialérgica, anti-inchaço e antisséptico [10-13].  

Dados in vivo que compostos estruturalmente relacionados ao eugenol atuam 

na sinalização do TNF-α induzindo à ativação do NF-Κb [14]. Estudos anteriores 

utilizando modelo in vivo na lesão pulmonar induzida por lipopolissacarídeo (LPS) 

demonstrou que o eugenol potencializou de fato os componentes elásticos, resistivos 

e viscoelásticos da mecânica pulmonar, promovendo inibição da liberação do Fator 

de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α) e ativação de fator de transcrição nuclear kappa B 

(NF-kB) [15] e diminuiu a infiltração de neutrófilos nos pulmões [2]. Além do mais, o 
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eugenol defende contra o deterioramento dos pulmões ao ser exposto a xenobióticos 

e material particulado ao ser induzido por partículas de escape de diesel [16]. 

Mesmo com o variado uso popular e comercial, o metil-eugenol apresenta 

solubilidade aquosa limitada, tendo baixa biodisponibilidade. Algumas das soluções 

para aumentar o seu potencial terapêutico, é o uso de nano-formulações que foram 

desenvolvidas como lipossomas, nanopartículas, microemulsões e micelas [17, 18]. 

Para ampliar o conhecimento deste fenilterpenoide, o presente estudo teve por 

objetivo: (i) realizar um estudo de predição farmacocinética e toxicológica, bem como 

(ii) predizer a afinidade da molécula com as enzimas 5-Lox e Cox-2 por meio do 

ancoramento molecular  e (iii) analisar o efeito antioxidante e anti-inflamatório do metil-

eugenol e sua importância funcional como recurso terapêutico na LPA/SDRA  por meio 

da inalação do óleo do metil-eugenol no tratamento da inflamação aguda de pulmão 

induzida por isquemia e reperfusão intestinal em ratos. 

1.1 Objetivos 

1.1.1 Objetivo geral 

Avaliar o efeito antioxidante e anti-inflamatório do metil-eugenol na LPA/SDRA 

induzida por isquemia-reperfusão intestinal (I/R) em ratos. 

1.1.2 Objetivos específicos 

• Caracterizar por meio de um estudo farmacocinético e toxicológico a 

biodisponibilidade oral e absorção intestinal do metil-eugenol; 

• Analisar a afinidade de ligação entre o metil-eugenol com as enzimas 5-Lox e 

e Cox-2 empregando testes in silico; 

• Avaliar os efeitos anti-inflamatórios do óleo do metil-eugenol na inflamação e 

reperfusão pulmonar induzida por isquemia e reperfusão aguda em ratos; 

• Investigar, por inalação do metil-eugenol a atividade anti-inflamatória na 

pneumonia isquêmica aguda e reperfusão intestinal em ratos; 
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CAPÍTULO 2 -  REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Lesão de Isquemia e Reperfusão 

 

A interrupção do fluxo sanguíneo a um órgão causa de forma rápida prejuízos 

nos tecidos. Mesmo que a renovação do fluxo de sangue consiga mitigar tecidos 

danificados após a isquemia, a própria reperfusão causa danos adicionais chamados 

de lesão de isquemia-reperfusão (I/R) [19]. A lesão por I/R pode induzir a SDRA. A 

isquemia é uma circunstância em que o fluxo sanguíneo, rico em oxigênio, é 

interrompido a determinado órgão ou tecido, prejudicando sua oxigenação celular [20].  

O vocábulo reperfusão é uma palavra usada para definir a restauração do fluxo 

sanguíneo e, assim sendo, do oxigênio, para um tecido que estava em período 

isquêmico. Em muitos tecidos, as complicações da isquemia consistem na sua 

duração, e várias lesões ocorrem durante a fase de reoxigenação da reperfusão 

intestinal. No entanto, a recuperação tecidual da reperfusão e oxigenação é capaz de 

iniciar respostas bioquímicas adversas que auxiliam para a degeneração tecidual 

tardia [21].  

A lesão de I/R é seguida por uma diminuição da atividade contrátil, ampliação 

da permeabilidade vascular e danos à barreira mucosa [22]. Além de danificá-lo, 

destrói a integridade da barreira e a absorção de nutrientes que através da mucosa 

pode fazer com que bactérias entrem no sangue através da parede intestinal, 

causando resposta inflamatória, sepse sistêmica e danos aos órgãos. Onde vários 

fatores podem contribuir para a lesão de I/R, incluindo espécies reativas de oxigênio 

(ROS), em que os radicais livres danificam membranas e a liberação de citocinas [23, 

24]. 
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2.2 Óleos essenciais 

 

Conforme os estudos de Mouchrek Filho [25], o termo “óleo essencial” é 

utilizado para descrever líquidos oleosos voláteis, de cheiro forte, quase sempre 

agradável, extraídos de plantas por algum método específico.  

 A composição química dos óleos essenciais é bastante complexa, contendo 

inúmeros compostos com diferentes funções orgânicas. As características físicas dos 

óleos essenciais incluem a cor, que geralmente é incolor ou levemente amarelada 

quando recém extraída. Existem poucos óleos que têm cor. Na maioria dos casos, os 

óleos essenciais não apresentam muita estabilidade, principalmente na presença de 

ar, luz, calor, umidade e metais, são lipossolúveis e dissolvem-se em solventes 

orgânicos comuns [26].  

Esses óleos têm sido cada vez mais explorados como fontes alternativas, mais 

naturais e menos prejudiciais ao meio ambiente. A essências emitidas através da 

evaporação da superfície das plantas é vista como um mecanismo de defesa contra 

bactérias e fungos, bem como um mecanismo para atrair insetos e pássaros 

polinizadores e garantir sua reprodução, especialmente quando se descobre que 

alguns óleos aromáticos têm graus variados de propriedades antissépticas devido à 

sua abundância química de fenóis, aldeídos e álcoois. 

2.3 Predição ADMET 

A farmacocinética é um dos princípios da preparação de medicamentos, onde 

a pesquisa se concentra na rota percorrida por um medicamento em um organismo 

vivo. Este estudo analisa quatro propriedades farmacocinéticas variáveis, 

denominadas pela abreviatura ADME, que representam os processos de absorção 

(A), distribuição (D), metabolismo (M) e excreção (E), que são os fatores 

determinantes, fatores como o início, a força e a duração do efeito da droga [27,28].  

Seguindo a via de administração do material, a primeira característica é a 

absorção, que é o transporte do local de administração até a circulação sistêmica. Um 

dos fatores mais importantes nesta fase é o modo de administração, que afeta 

diretamente a biodisponibilidade do medicamento. Uma característica de distribuição 

é então identificada onde o medicamento é distribuído reversivelmente da circulação 

sistêmica para os tecidos, reduzindo a concentração do medicamento [29]. Durante 
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esses processos, o organismo tenta eliminar o xenobiótico ou medicamento através 

do metabolismo, e após esse processo de biotransformação, o organismo tenta 

eliminar esse produto químico através da excreção e urina [30].  

ADMET também é um acrônimo usado em farmacocinética que introduz uma 

nova propriedade farmacocinética variável juntamente com outra propriedade 

relatada, a toxicidade (T) que é levada em consideração na determinação de efeitos 

adversos à saúde durante o tratamento com um determinado medicamento [31]. A via 

de administração dos medicamentos afeta diretamente a determinação de ADMET e 

ADME, com o objetivo de alcançar a melhor via de tratamento e o menor risco para o 

paciente. A previsão das características ADMET é realizada através da coleta de 

dados científicos e da aplicação extensiva de técnicas como a triagem biológica 

automatizada [32,33]. 

2.3.1 Enzimas polimórficas de citocromo P450 (CYPs)  

A variabilidade individual na resposta e depuração de um fármaco é um 

obstáculo de difícil compreensão e frequente na prática clínica [34]. A sobreposição 

de especificidades de substrato enzimático, muitos polimorfismos de nucleotídeo 

único (SNPs) [35] e diferenças entre grupos étnicos [36] impedem a previsão da 

resposta fenotípica. Para impedir falhas no tratamento e toxicidade que não é mais 

necessária, é importante adaptar as doses e os coquetéis de medicamentos a cada 

indivíduo [37].   

O Projeto Genoma Humano constatou 57 CYPs humanos, que foram 

agrupados em 18 famílias e 43 subfamílias com base na semelhança de sequência 

[38]. As famílias CYP 1, 2 e 3 são responsáveis pelo metabolismo de medicamentos, 

xenobióticos e certas moléculas endógenas [36] e são, consequentemente, de 

específico valor para este estudo. A maior parte das CYPs metaboliza mais de um 

fármaco. Além disso, a droga é frequentemente metabolizada por múltiplos CYPs. Os 

fármacos também podem impedir ou compelir a atividade do CYP exercendo ação 

diretamente com a enzima ou modificando sua expressão.  

A descrição dessas interações é fundamental para definir e prever 

combinações compatíveis de medicamentos [39]. Os CYPs humanos são 

principalmente proteínas ligadas à membrana [40] que são onipresentes expressas 

na maior parte dos tecidos. As expressões mais elevadas são normalmente 
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encontradas no tecido hepático, mas a distribuição de CYPs específicos muda [41] 

indicando que a eficácia real do fármaco certamente dependende da expressão do 

CYP no tecido alvo. 

2.4 Ancoramento molecular 

O ancoramento molecular, também denominado de atracamento molecular ou 

docking molecular é um método computacional que prevê a ligação não covalente de 

moléculas, como um receptor de proteína e um ligante. Esta previsão é uma técnica 

baseada nas possíveis interações entre o ligante e a macromolécula alvo e é usada 

na prática para rastrear grandes bibliotecas de compostos [42-44].   

O ancoramento consiste em dois momentos principais: amostragem e 

pontuação. A amostragem relaciona-se à extensa exploração do espaço 

conformacional das moléculas a serem ligadas [45]. Este espaço conformacional é 

extenso, parcialmente devido ao fato de tanto o receptor como o ligante serem mais 

ajustáveis, possibilitando que cada molécula ajuste a sua forma em resposta à 

influência da outra.  

Para limitar o espaço conformacional, o receptor é geralmente mantido rígido. 

Outra parte importante do acoplamento molecular é o sistema de pontuação. A função 

de avaliação avalia a adequação de cada posição da amostra. A aptidão define as 

formas que são preservadas na amostragem e é utilizada para determinar a 

probabilidade correta de poses preservadas [46]. Onde o resultado final do docking é 

um agrupamento de posições classificadas da molécula acoplada.   

Determinar a posição de ligação certa de uma molécula menor é um 

prérequisito para estabelecer sua afinidade de ligação e possibilita uma oportunidade 

de usar a posição para otimização de chumbo [47]. A avaliação adequada da afinidade 

de ligação é apreciativa para tarefas como triagem virtual ou determinação se um 

composto é relevante para análise experimental. O docking molecular deve calcular 

rapidamente a posição e a afinidade de ligação para ser útil para buscar informações 

de milhões de ligantes no processo de descoberta de medicamentos [42]. 
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CAPÍTULO 3 -  METODOLOGIA EXPERIMENTAL  

3.1 In silico 

O óleo do metil-eugenol (98% de pureza) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St, 

Louis, EUA), Nº CAS: 93-15-2. 

 

3.1.1 Propriedades ADMET 

Para a obtenção da estrutura tridimensional do eugenol, utilizou-se o programa 

Pubchem  (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) [48].  Os  parâmetros 

farmacocinéticos (absorção, distribuição, metabolização e excreção - ADMET) e 

toxicológicos  foram  analisados  in  silico  nas  plataformas SwissADME 

(http://www.swissadme.ch/) [49] e PreADMET (https://preadmet.bmdrc.kr/) [50].  

 Os aspectos farmacocinéticos e toxicológicos avaliados no metileugenol 

foram: Absorção intestinal humana (HIA) considerada “alta” (70-100%), “média” (20-

70%) ou “baixa” (<20%) [51]. Absorção oral/permeabilidade (Caco-2) “alta” (>70), 

“média” (4-70) ou “baixa” (<4) [52] e outro parâmetro que avalia a permeabilidade em 

células de fígado de cães é o MDCK, que considera “alta” (>500), “média” (25-500) ou 

“baixa” (<25) [53] e, por último, a  passagem/penetração de substâncias pela barreira 

hematoencefálica (BBB) considerada “alta” (>2,0), “média” (0,1-2,0) ou “baixa” (<0,1) 

[54].  

Para avaliar a predição in silico de interação do metil-eugenol com as CYPs foi 

utilizada a plataforma SwissADME (http://www.swissadme.ch/) [49], em que a 

metabolização foi avaliada através das isoformas do complexo P450: 

CYP2C19_inhibition, CYP2C9_inhibition, CYP2D6_inhibition, CYP2D6_substrate, 

CYP3A4_inhibition, CYP3A4_substrate [55].O teste de Ames foi utilizado para verificar 

se o composto é cancerígeno ou mutagênico [56].  

A caracterização do metil-eugenol como um bom cadidato a fármaco também 

foi analisada segundo a Regra de Lipinski ou "Regra dos Cinco" [57,58] e que 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.swissadme.ch/
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estabelece que um bom candidato a fármaco deve possuir: (1) número de grupos 

aceptores de ligação hidrogênio (nALH) menor ou igual a 10; (2) número de grupos 

doadores de ligação hidrogênio (nDLH) menor ou igual a 5; (3) massa molecular (MM) 

menor ou igual a 500 g/mol (4) coeficiente de partição octanol-água (log P) menor ou 

igual a 5; (6) área de superfície polar (PSA) menor ou igual a 140 Å [57,58]. Além 

disso, uma regra adicional, proposta por [59], diz que o número de ligações 

rotacionáveis (NLR) não deve ser superior a 10, visto que a molécula deve adotar uma 

conformação fixa para interagir com o alvo, passar pelas membranas, e ao mesmo 

tempo adotar a conformação ativa. 

3.1.2 Estrutura 3D de ligantes e receptores 

A estrutura tridimencional do eugenol/meta-eugenol foi obtida do banco de 

dados de moléculas Pubchem Open Chemistry Database 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Os ligantes utilizados foram o metil-eugenol 

PubChem CID 7127, como mostra a Figura 3.1, e os ligantes cristalográficos obtidos 

do Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) [60]. 

 

Figura 3.1. Estrutua 3D do metil-eugenol 

 

As estruturas cristalográficas 3D dos receptores (alvos biológicos) das 

proteínas humanas foram obtidas do PDB. As proteínas selecionadas foram 
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5lipoxigenase (5-LOX, PDB ID: 6N2W) e Ciclooxigenase-2 (COX-2, PDB ID: 5IKR). 

Em que a enzima 5-lox na SDRA age sobre o ácido araquidônico (AA) que é 

fundamental para a produção de leucotrienos pró-inflamatórios (LTs), atua mediando 

a atuação dos macrófagos livre e induz à formação de LTs estimulando cascatas pró-

inflamatórias; já a  Cox-2 exerce os seus efeitos  sobre o ácido araquidônico 

metabolizando-o, convertendo-o  em prostaglandinas, estas por sua vez atuam no 

desempenho de inúmeros papéis biológicos  na homeostase e nas respostas 

inflamatórias, agindo como mediadoras com a dor e apoiando os processos 

inflamatórios.  

Posteriormente, as estruturas 3D das proteínas que apresentaram falta de 

alguns resíduos foram otimizadas por modelagem comparativa com a plataforma 

Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/interactive) [8,61].  

3.1.3 Ancoramento molecularEstrutura 3D de ligantes e receptores 

Os cálculos de ancoramento molecular (ou molecular docking) foram realizados 

usando o software AutoDock Vina (https://vina.scripps.edu/) versão 1.5.6 [62]. Em 

seguida, os arquivos de proteínas foram preparados removendo estruturas não 

relevantes para os estudos como moléculas de água e outros grupos, como íons, 

usando o software CHIMERA X (https://www.cgl.ucsf.edu/chimerax/) [63,64]. Logo 

após, as estruturas 3D das proteínas foram protonadas utilizando a plataforma 

PDB2PQR (https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr) [65] com as configurações 

padrões.  

Os ligantes e as proteínas foram preparados para os cálculos com AutoDock 

Tools (ADT) versão 1.5.6 [66] Os hidrogênios foram adicionados a ambos, receptores 

e ligantes individualmente. As cargas de Gasteiger [67,68] foram então calculadas 

pelo ADT e os hidrogênios apolares foram mesclados. O tamanho da caixa de grade 

foi definido para 22,5 Å para cada eixo. As caixas da grade foram centralizadas nas 

coordenadas dos átomos dos resíduos localizados na região do sítio ativo, x = 31.907, 

y = 64.661 e z = 30.497 para 5lox, x = 35.871, y = 4.797 e z = 63.396 para cox2. O 

número de modos foi definido como 50 e a exaustividade foi definida como 24.  

Um total de 4 cálculos de ancoramento molecular foram realizados. A energia 

de ligação (ΔG) foi calculada para o ligante cristalográfico (redocking) de cada 

proteína analisada como grupo controle em relação ao metil-eugenol. As interações 
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proteínaligante foram obtidas e analisadas com o software LIGPLOT+ 

(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/) versão 2.2 [69] e as imagens 

foram geradas com o software UCSF ChimeraX. 

3.2 In vivo 

A pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética do Uso de Animais 

(CEUA/UESPI) da Universidade Estadual do Piauí em conformidade com o protocolo 

número 016706/2022-84. No qual os procedimentos foram realizados com 25 ratos da 

linhagem Wistar, com idade de 2 a 3 meses, macho e com peso de 250g, fornecidos 

pelo Biotério do Núcleo de Pesquisa em Biotecnologia e Biodiversidade (NPBio – 

UESPI). Os ratos foram mantidos em sala (25 °C ± 2 °C) com ciclo claroescuro (12/12 

h) em gaiolas coletivas (cinco animais/caixa) com alimentação padrão (Labina) e livre 

acesso à água.  

Os ratos foram distribuídos em 5 grupos experimentais com 5 ratos cada da 

seguinte forma: (i) G1- O grupo controle foi submetido a I/R, mas não foi tratado com 

metil-eugenol; (ii) G2- O grupo sham foi aberto, exposto o intestino e após 90 minutos 

foi realizado a lavagem broncoalveolar; (iii) G3 – O grupo naive foi somente aplicado 

o sedativo e após 90 minutos foi realizado a lavagem broncoalveolar; (iv) G4 – O 

Grupo de tratamento foi submetido a indução por I/R e foi realizada a ação terapêutica 

através da inalação do metil-eugenol (10%) por um período de 10 minutos durante a 

reperfusão; (v) grupo G5- O Grupo de prevenção foi submetido a indução por I/R e foi 

realizada a ação terapêutica através da inalação do metil-eugenol (10%) por um 

período de 10 minutos durante o processo de isquemia, como mostra a Tabela 3.1. 

 

Tabela 3.1. Predição de metabolismo e toxicidade. 

Grupos  Caracterização  

G1 
Grupo controle: Indução I/R e sem 

tratamento  

G2 

Grupo sham: Somente aberto, com  

exposição do intestino, sem indução I/R  
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G3 
Grupo naive:  Sem indução I/R e sem 

tratamento  

G4 

Grupo de tratamento: Indução I/R e 

inalação do metil-eugenol durante a 

reperfusão  

G5 

Grupo de prevenção: Indução I/R e 

inalação do metil-eugenol antes da 

reperfusão)  

 

3.2.1 Protocolo experimental (Indução da resposta inflamatória pulmonar 

– isquemia e reperfusão) 

Inicialmente foi feita a aplicação de uma injeção dissociativa de cetamina (60 

mg/kg) e Xilazina (6 mg/kg), provocando o relaxamento muscular e perda de 

consciência. Em que posteriormente deu-se início ao processo de indução da 

inflamação pulmonar conforme o procedimento descrito e adaptado por [70], após 

cortar a linha alba, foi localizada a artéria mesentéria para aplicação do claster por 

cerca de 45 minutos, conservado durante esse tempo com gaze e soro fisiológico. Em 

seguida, foi retirado o claster para liberar o fluxo sanguíneo, provocando a reperfusão. 

A Figura 2.2 (a) mostra o período isquêmico com o auxílio do Claster. 

3.2.2 Tratamento 

No momento seguinte à realização dos procedimentos de inflamação do 

pulmão, foi realizada a inalação com metil-eugenol (20 gotas de ME dissolvidos em 9 

ml de soro fisiológico = 10%) com aparelho inalador compressor multilaser por 10 

minutos no grupo G4, enquanto no grupo G5 foi feito a inalação durante o 

procedimento isquêmico com o propósito de prevenir. A Figura 3.2 (b) mostra a 

terapêutica realizada através da nebulização com o óleo do ME.  
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Figura 3.2. Pulmões armazenados em formol tamponado. 

3.2.3 Lavabo Broncoalveolar 

O lavabo broncoalveolar sucedeu em conformidade com a metodologia 

aplicada e adaptada por Castro e seus colaboradores [71]. A princípio foi feita uma 

incisão na região ventral próxima a cabeça Figura 3.3 (A) com o auxílio de tesoura e 

pinça cirúrgicas, na qual foi retirada a pele, exibida a traqueia, Figura 3.3 (B), cortada 

entre os anéis traqueais. Foi introduzido na traqueia uma cânula com o auxílio de uma 

seringa como mostra a Figura 3.3 (C), a qual foi injetada 10 ml de solução fisiológica 

0,9 % massageando o pulmão, posteriormente foi aspirada a cultura de células e 

dispostos os líquidos em tubos falcon, os quais foram armazenados na geladeira para 

consecutiva contagem de células. Em seguida, foi injetado formol tamponado na 

traqueia com o auxílio de uma cânula e de uma seringa.  

A)   

B) 
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Figura 3.3. A) Incisão na região ventral; B) Exposição da traqueia com cânula 
diagonal; C) Incisão de soro fisiológico na região da traquéia. 

3.2.4 Contagem de células totais 

Os tubos foram dispostos na centrífuga por 10 minutos a 1500 rotações por 

minuto (rpm). Após a formação do botão celular, com o auxílio da pipeta de Pasteur 

foi retirado o sobrenadante e adicionado 5 gotas do corante azul de metileno como 

mostra a Figura 3.4. Com o auxílio da pipeta graduada foi retirado o botão celular 

corado e acomodada na lamínula para contagem das células totais no microscópio 

óptico com aumento de 100X.  

 

Figura 3.4. Pulmões armazenados em formol tamponado. 

A)    B)    C)    
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3.2.5 Histologia pulmonar 

Após o processo de reperfusão intersticial, os pulmões foram retirados e 

armazenados em formol tamponado 10% como mostra a Figura 3.5. Posteriormente 

o lobo esquerdo do pulmão foi submetido a análise com o auxílio de hematoxilina – 

eosina (HE) em que foram investigadas com o auxílio do microscópio óptico trinocular 

(Olympus® CX31, Japão), equipado com uma câmera digital (Bell &amp; Howell, EU 

16.0 Plus, U.S.A.) acoplada a um microcomputador. 

 

 

Figura 3.5. Suspenção celular com azul de metileno. 

 

3.2.6 Eutanásia 

Posteriormente aos processos mencionados neste trabalho, os animais foram 

sacrificados, com tiopental 100 mg/kg por via intravenosa. Logo após os corpos foram 

conservados em ambiente refrigerado.  
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CAPÍTULO 4 -  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Previsão ADMET do Metil-Eugenol  

O metil-eugenol apresenta HIA de alta absorção (100,000000) [72,73], Caco-2 

(58,0919) de média permeabilidade e MDCK (294,736) de média permeabilidade. 

Quanto à passagem pela barreira hematoencefálica (BBB), o metil-eugenol se 

apresenta como “média “(1.10869) [73]. No que se refere a atividade cancerígena em 

camundongos e ratos se evidenciou positivo.  

Quanto à metabolização, o metil-eugenol apresentou-se como inibidor às 

isoenzimas CYP_2C19_inhibition e CYP_2C9_inhibition [72,74,75]. Como não inibidor 

às isoenzimas CYP_2D6_inhibition, CYP_3A4_inhibition e   CYP_3A4_substrate [73]. 

A Tabela 4.1 mostra a predição de metabolismo e toxicidade 

 

Tabela 4.1. Predição de metabolismo e toxicidade. 

 PREDITORES  PARÂMETROS  VALORES  

Ames_test  Non mutação (Sem 

alterações)  

Mutação (Com alteração)  

mutagen  

Carcino_Mouse  Positive  

Negative  

positive  

Carcino_Rat  Positive  

Negative  

positive  

BBB  Maior que 2.0 (Alta)  

Entre 0.1 ~ 2.0 (Média)  

Menor que 0.1 (Baixa)  

1,10869  

Caco2  Maior que 70 (Alta)  

Entre 4 e 70 (Média)  

Menor que 4 (Baixa)  

58,0919  
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CYP_2C19_inhibition  Inhibitor  Inhibitor  

 Non   

CYP_2C9_inhibition  Inhibitor  

Non  

Inhibitor  

CYP_2D6_inhibition  Inhibitor  

Non  

Non  

CYP_2D6_substrate  Inhibitor  

Non  

Non  

CYP_3A4_substrate  Inhibitor  

Non  

Non  

HIA  Entre 70% e 100% (Alta)  

Entre 20% e 70% (Média)  

Menor 20% (Baixa)  

100.000000  

MDCK  Maior que 500 (Alta)  

Entre 25-500 (Média)  

Menor que 25 (Baixa)  

294,736  

 

O metil-eugenol apresentou-se “mutagênico” no teste de Ames, porém, mesmo 

que o ME apresentando efeito tóxico, foi confirmado que ele atua em atividades 

citoprotetoras multifuncionais, inclusive em atividades antioxidantes e 

antiinflamatórias na dose de 100 mg/kg por peso corporal [76]. Quanto à Regra de 

Lipinski não apresentou nenhuma violação [73,74], nem com a regra de Veber [73]. A 

Tabela 4.2 apresenta a previsão de analogia com droga.  

 

Tabela 4.2. Previsão de analogia com droga. 

CRITÉRIOS  VALORES  

   nALH        
2 

   nDLH         
0 

    MM        
184,20 g/mol 

    Log P       
2,58 
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    TPSA        
18,46 

     NRL         
4 

4.2 Ancoramento molecular  

Tabela 4.3. Parâmetros de afinidade do ancoramento molecular utilizando o Autodock 
Vina das enzimas 5-Lox (PDB: 6N2W) e Cox-2 (PDB: 5IKR) com o Metil-eugenol. 

Complex (Protein – 
ligand) 

ΔGbind 

(kcal/mol) 

Autodock 
Vina 

a 
Amino acids 

that interact 

through 

hydrogen 
bonds b 

Amino acids that make 
hydrophobic b 

6n2w_30z  - 7.16   His 432  Leu 368, Thr 364, Gln  

363, Arg 596, His360, Pro 

569, Ala 603, His 600, Val  

604, Trp 599  

6n2w_metileugenol  -6,2     Ile 340, Pro 289, Leu 288, 

Phe 252, Leu 291,  

Trp 194, Tyr 244, Lys 290  

5ikr_ID8  -9,1     Trp 387, Leu 384, Ser 530, 

Tyr 348, Ala 527, Val  

349, Leu 531, Val 523,  

Tyr 355, Leu 352, Met  

522, Gly 526, Tyr 385  

5ikr_metileugenol  

  

-6,2    Tyr 355, Ser 353, Ala 527, 
Val 349, Ser 530, Tyr 385, 
Gly 526, Phe 518, Met 
522, Leu 352, Val 523, Arg 
120.  

a Energia de ligação da melhor conformação; b Obtida com o software LIGPLOT+.  
 

Na tabela 4.3 visualizamos que os encaixes realizados com 5-Lox (PDB: 6N2W) 

mostrou que o ligante cristalográfico apresentou o valor da energia de ligação de − 

7,16 Kcal/mol. Dentre os quais foi observado que houve uma interação de ponte de 
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hidrogênio His432, mas também ocorreram interações hidrofóbicas (forças de Van der 

Waals) com os resíduos de aminoácidos Leu368, Thr364, Gln363, Arg596, His360, 

Pro569, Ala603, His600, Val604, Trp599 [77,78]. Na análise dos complexos realizada 

com a enzima cox2 (PDB: 5IKR), o ligante cristalográfico também não apresentou 

nenhuma interação de ponte de hidrogênio, mas exibiu 13 interações hidrofóbicas 

Trp387, Leu384, Ser530, Tyr348, Ala527, Val349, Leu531, Val523, Tyr355, Leu352, 

Met522, Gly526, Tyr385 [79,80].  

A energia de ligação dos ligantes cristalográficos em relação ao metileugenol 

mostrou que a proteína cox-2 (PDB: 5IKR) apresentou uma energia de ligação maior 

(-9,1) [81]. No entanto, a proteína 5-lox (PDB: 6N2W)  exibiu energia de ligação de -

7,16 [82] obtendo uma energia de ligação próxima ao resultado da interação proteína-

ligante do 6N2W–metileugenol  (-6,2),  no qual teve somente interações hidrofóbicas  

Tyr355, Ser353, Ala527, Val349, Ser530, Tyr385, Gly526, Phe518, Met522, Leu352, 

Val523, Arg120, do que a interação proteína-ligante do 5IKR – metileugenol (∆G = -

6,2) o qual apresentou uma energia de ligação mais distante do ligante cristalográfico 

e apresentando somente interações de forças de  

Van der Waals, Tyr355, Ser353, Ala527, Val349, Ser530, Tyr385, Gly526, 

Phe518, Met522, Leu352, Val523, Arg120 [74] como mostra a Figura 4.1. 

 

 

       



Capítulo 4 - Resultados e Discussão 33 

 

    A) 6N2W–METILEUGENOL 

 

Figura 4.1.  Afinidades do metil-eugenol nos cálculos de docking com a A) enzima 
5LOX e B) enzima Cox-2. 3D imagens talken fron ChimeraX Viewer and LIGPLOT+. 

4.3 Análise histológica 

A indução de síndrome respiratória aguda grave em ratos que passam por I/R 

acabam resultando na disfunção respiratória mitocondrial, com níveis maiores de 

citocinas e espécies reativas de oxigênio (ROS). Também pode ser observado a 

existência de células inflamatórias, principalmente macrófagos.  

 

B) 5IKR  –   METILEUGENOL   
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Figura 4.2.  Análise comparativa do número de células inflamatórias presentes no 
lavado bronco- alveolar dos animais com e sem tratamento com METIL-EUGENOL. 
Legenda: a=p<0,001 quando comparado ao grupo 1. 

 

Na análise estatística, o grupo 1 corroborou com [83-85] em que a (I/R) ocorreu 

um aumento das células inflamatórias após um episódio de isquemia aguda quando o 

fluxo sanguíneo foi restabelecido provocando uma quantidade elevada de células 

inflamatórias, além do mais, os radicais hidroxila instigam a reação em cadeia livre, 

provocando uma peroxidação lipídica e desintegração do DNA [86]. Pode-se verificar 

que no que se refere a quantidade de células inflamatórias, entre os grupos 2 e 3 

houve a diminuição do número de macrófagos e radicais livres quando comparados 

ao grupo 1. Porém, eles não passaram pela indução I/R, conforme mostra a Figura 

4.2. 

Em relação aos grupos tratados com metil-eugenol os grupos 4 e 5, obteve-se 

uma diminuição bastante considerável da quantidade de células inflamatórias e 

eliminador de radicais livres sugerindo a ação anti-inflamatória do metil-eugenol 

validando [72], que demonstrou que o metil-eugenol conseguiu induzir um efeito 

citoprotetor multifuncional, incluindo efeitos antioxidantes [87], no entanto os grupos 4 

e 5 não apresentaram diferenças bastantes relevantes entre eles. 

A análise do número de células inflamatórias, como mostra a Figura 4.3, 

demonstrou diferença considerável entre os grupos. No grupo 4 foi constatado uma 

diminuição bastante significativa do número de células inflamatórias presentes nos 

alvéolos, demonstrando que o ME atuou como um potente eliminador de radicais livres 
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[72,67] em relação ao grupo 1. Os grupos 4 e 5 confirmaram a diminuição na 

quantidade de células inflamatórias, porém o grupo 4 que é o de tratamento obteve 

um resultado melhor que o grupo 5 que é o grupo de prevenção.  

 

 

Figura 4.3.  Análise comparativa do número de células inflamatórias presentes nos 
alvéolos de animais com e sem tratamento com METIL-EUGENOL. 

 

A Figura 4.4 mostra as fotomicrografias de histologia dos alvéolos. Os achados 

histológicos apontam que o modelo experimental utilizado resultou em lesão pulmonar 

aguda e acentuada [88,89] caracterizada por abundância de macrófagos livres nos 

alvéolos [87] e ampliação na espessura dos septos alveolares conforme observado no 

grupo G1 [90] como também podemos visualizar diante dos grupos G2 e G3 os quais 

não passaram por I/R. No entanto, nos grupos G4 e G5, verificamos que as 

membranas hialinas já findaram, ocorrendo o espessamento dos septos 

interalveolares por edema sucedendo-se do aparecimento de septos alveolares mais 

preservados, inibindo os macrófagos [91] atenuando o estresse oxidativo e regulando 

as citocinas pró-inflamatórias [92]. 
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Figura 4.4.  Fotomicrografias da histologia dos alvéolos. A) Isquemia, não tratado; B) 
Aberto, não manipulado; C) Não manipulado. D) Isquemia, tratado com o óleo; E) 
Isquemia, tratado com o óleo antes da reperfusão. 

 

Neste trabalho, demonstramos que o óleo do ME como tratamento e prevenção 

foram capazes reduzir os níveis de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico, 

reduzindo o número de macrófagos livres nos espaços alveolares [93] isso deve-se à 

sua inter-relação com cascatas de sinalização abrangendo citocinas e sua ação na 

expressão de genes pró-inflamatórios [87] indicando o seu uso potencial no 

tratamento da SDRA induzida por I/R intestinal em ratos.  

A )   

D)   E )   

B )   C )   



Capítulo 5 

CAPÍTULO 5 -  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Portanto, o metil-eugenol apresentou resultados significativos nos testes in vivo 

e in silico, indicando que o óleo possui uma média probabilidade de ultrapassar a 

barreira hematoencefálica (BBB), alta absorção no intestino humano (HIA) e média 

biodisponibilidade oral (Caco-2). Frente a regra de Lipinski, o metil-eugenol não 

apresentou nenhuma violação aos critérios, podendo ser considerado um bom 

candidato á fármaco, e não exibiu nenhuma violação a regra de Veber podendo ser 

considerado um fármaco com uma boa biodisponibilidade oral em ratos.   

No ancoramento molecular foi constatado que o metil-eugenol demonstrou 

maior afinidade com a proteína 5-lox e nos testes in vivo o óleo demonstrou um efeito 

na redução da quantidade de células inflamatórias, macrófagos alveolares, radicais 

livres e citocinas pró-inflamatórias. 

 

CONTINUIDADE DA PESQUISA: 

 

Desta maneira, o ME aponta ser um potencial agente terapêutico que pode ser 

empregado para prevenir SDRA no futuro.  

 

• Contudo ainda requer uma investigação mais aprofundada sobre os efeitos do 

óleo nas células e seus principais mediadores pró-inflamatórios.  

• Avançar estudos com diferentes concentrações de ME podem ser 

implementados para investigar os efeitos do ME na SDRA após o desafio com 

a I/R.  

• Realizar testes in silico e in vivo comparando o metil-eugenol com outros 

compostos estruturalmente semelhantes  
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                             Anexo A 

ESPECTRO DE MASSAS 

 

 

Figura A.1.  Espectro de massas do ME. 
 


