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Conservantes alimentares baseados em compostos bioativos

Resumo

Nos ultimos anos, a investigacao ao nivel dos produtos naturais registou um crescimento
exponencial. A industria alimentar tem acompanhado os avancos registados, com o proposito de
utilizar produtos naturais no revestimento dos alimentos, nas embalagens e constituicao
nutricional, assim como na incorporacao direta com funcdes tecnologicas, como conservantes
alimentares. Estes compostos tém vindo a aumentar a vida util dos produtos alimenticios devido
a sua capacidade antimicrobiana e a sua atividade na inibicao da tirosinase, sendo ja utilizado na

cosmeética e na odontologia.

Um destes compostos é o eugenol, um fenilpropandide que tem sido muito estudado
quanto a capacidade para inibir o crescimento de diversos microrganismos, como bactérias,
fungos, patogéneos orais e alimentares, entre outros. Os diversos estudos que tém sido reportados
demonstraram que o eugenol, composto bioativo extraido de diversas plantas, como o cravinho-
da-india, tem um importante potencial inibitério no crescimento microbiano e ainda um relevante
potencial antioxidante. Atendendo aos aspetos referidos, o eugenol, seus derivados Cralquilados,
oxiranos e [3-amino alcoois € um analogo, assim como um derivado Calquilado do carvacrol,
anteriormente obtidos por sintese quimica, foram usados neste trabalho. Os estudos de atividade
biologica efetuados com os vinte compostos incluiram a atividade antimicrobiana, contra a
Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus e Candida
albicans. Dezoito dos compostos foram também avaliados relativamente a atividade inibitoria da
tirosinase, de modo a verificar-se o potencial destes na diminuicdo do escurecimento enzimatico

dos alimentos.

Os resultados obtidos mostraram que alguns dos compostos estudados sao promissores
como potenciais conservantes alimentares aumentando a vida util dos alimentos, devido as suas
atividades inibitdrias do crescimento microbiano, bem como a capacidade de inibicao da atividade

da tirosinase.

Palavras-Chave: Atividade antimicrobiana; composto bioativo; conservante alimentar;

escurecimento enzimatico; eugenol; 6leos essenciais; tirosinase.
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Food preservatives based on bioactive compounds

Abstract

In last years, research into natural products has grown exponentially. The food industry
has followed the advances made, with the purpose of using natural products in food coating,
packaging, and nutritional constitution, as well as in the direct incorporation with technological
functions, such as food preservatives. These compounds have been increasing the shelf life of food

products due to their antimicrobial capacity and their activity in inhibiting tyrosinase.

One of these compounds is eugenol, a phenylpropanoid that has been widely studied as
to the ability to inhibit the growth of various microorganisms, such as bacteria, fungi, oral and food
pathogens, among others. The several studies that have been reported have shown that eugenol,
a bioactive compound extracted from several plants, such as clove, has an important inhibitory
potential in microbial growth, and a relevant antioxidant potential, being already used in cosmetics

and dentistry.

In view of the afore mentioned aspects, eugenol, its Gtalkylated derivatives, oxiranes and
B-amino alcohols and an analogue, as well as an CGalkylated derivative of carvacrol, previously
obtained by chemical synthesis, were used in this work. Biological activity studies performed with
the twenty compounds included antimicrobial activity against Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus and Candida albicans. Eighteen of the
compounds were also evaluated for tyrosinase inhibitory activity, to verify their potential in

decreasing the enzymatic browning of foods.

The results obtained showed that some of the compounds studied are promising as
potential food preservatives, increasing the shelf life of foods, due to their microbial growth

inhibitory activities, as well as their capacity to inhibit tyrosinase activity.

Keywords: Antimicrobial activity; bioactive compound; food preservative; enzymatic browning;

eugenol; essential oils; tyrosinase.
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Abreviaturas

2-HT - 2-Hidroxitirosol

ACN - Acetonitrilo

ATCC - Colecao de culturas americanas (do inglés: American type culture collection)
ATP - Adenosina trifosfato

ATPase — Adenosinatrifosfatase

CA - Anidrase carbonica

CAT - Catalase

CFU - Unidade de formacao de coldnias (do inglés: Colony-forming unit)

COX-2 - Cicloxigenase 2

DCM - Diclorometano

DMAPP - Pirofosfato de dimetilalilo

DMBA - 7,12-Dimetilbenzantraceno

DMSO - Dimetilsulfoxido

DNA - Acido desoxirribonucleico

DXP - 1-Desoxixilulose-5-fosfato

HBSS - Solucéo salina balanceada de Hank (do inglés: Hank’s balanced salt solution)
IC%— Concentracéo inibitoria (50%)

IL-B - Interleucina beta

IL-4 - Interleucina 4

IL-5 — Interleucina 5

IL-6 - Interleucina 6
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iNOS - Oxido nitrico sintetase induzida (do inglés: /nducible Nitric Oxide Synthase)
IPP - Pirosfosfato de isopentilo

IZ - Zona inibitoria

FPP - Pirofosfato de farnesilo

GGPP - Pirofosfato de geranilgeranilo

GPP - Pirosfato de geranilo

GPx - Glutationa peroxidase

GSH - Glutationa

GST - Glutationa S-transferase

L-DOPA - Levodopa

LDL - Lipoproteinas de baixa densidade (do inglés: Low-density ljpoproteins)

LPS - lipossacarideos

mCPBA - Acido mcloroperbenzédico

MAO - Monoamina oxidase

MBC - Concentracdo minima bactericida (do inglés: Minimum bactericidal concentration)
MIC - Concentracdo minima inibitoria (do inglés: Minimum inhibitory concentrations)
MLC - Concentracao minima letal (do inglés: Minimum lethal concentration)
MRNA - RNA mensageiro

NO - Oxido nitrico (do inglés: Nitric oxide)

NTM - Micobactérias ndo tuberculosas (do inglés: Nontuberculous mycobacteria)
OFs - Oleos essenciais

PARP - Polimerase poli (ADP-ribose) (do inglés: Poly (ADP-ribose) polymerase)
PDB - Base de dados de proteinas (do inglés: Protein data bank)

PGs - Prostaglandinas



PMs — Peneiros moleculares

PPAR - Recetores ativados por proliferadores de peroxissoma (do inglés: Peroxisome proliferator-

activated receptor)
PPOs - Polifenois oxidases

gRT-PCR - Reacdo em cadeia de polimerase quantitativo em tempo real (do inglés: quantitative

real time polymerase chain reaction)

ROS - Radicais livres de oxigénio (do inglés: Reactive oxygen species)
SOD - Superoxido dismutase

t.a. — Temperatura ambiente

TBAI - lodeto de tetrabutilaménio (do inglés: Tetrabutylammonium iodide)

TBARs - Substancias reativas do acido tiobarbiturico (do inglés: Thiobarbituric acid reactive

substances)
THC - Tetrahidrocanabinol

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa
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Objetivos

Este trabalho consistiu no estudo de atividade biologica do eugenol, seus derivados
alquilados, oxiranos e (-amino alcoois e um analogo, assim como um derivado CGtalquilado do

carvacrol, anteriormente obtidos por sintese quimica.

Os objetivos incluiram a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos compostos referidos
contra espécies de relevancia alimentar e na inibicdo do escurecimento enzimatico de modo a
avaliar o potencial dos mesmos como conservantes alimentares, pelas capacidades

antimicrobianas e/ou antioxidantes.

Especificamente, estudou-se a atividade dos compostos anteriormente mencionados
contra microrganismos de diferentes tipos como a £scherichia coli, a Pseudomonas aeruginosa, a
Salmonella typhi, o Staphylococcus aureus e a Candida albicans e determinou-se a Concentracao
Minima Inibitoria (MIC). Foi igualmente estudado o efeito dos compostos na inibicao da atividade

da tirosinase e consequentemente na inibicao do escurecimento enzimatico.
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Capitulo 1 - Introducao tedrica
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1.1 Conservantes alimentares

Desde o inicio da Humanidade que produtos naturais sdao usados como conservantes dos
alimentos, devido aos seus beneficios. Ao longo dos anos, alguns estudos experimentais, com vista a
avaliacao das potencialidades de algumas plantas, conduziram a descoberta de novos compostos com
propriedades fisico-quimicas especificas e benéficas para a sua utilizacdo na medicina, na industria

farmacéutica e em outras areas que advém destas (Lubbe & Verpoorte, 2011).

Fatores bidticos, tais como 0s microrganismos, e abidticos, tais como a oxidacao de alimentos,
tém sido um grave problema para a industria alimentar, quer a nivel econémico, quer ético e quer legal,

pois estes alteram a vida util dos alimentos (Kourkoutas & Proestos, 2020).

Para resolver este problema sdo adicionados aos alimentos diferentes aditivos, substancias que
aumentam a durabilidade dos produtos, e ainda podem modificar as suas propriedades, como a
aparéncia, o sabor e a estrutura (Silva & Lidon, 2016). Estes compostos aumentam a vida util dos
alimentos através da supressao da atividade dos microrganismos patogénicos (Kourkoutas & Proestos,
2020), pois tém a capacidade de atuar contra bactérias, fungos, patogéneos alimentares e orais, e
biofilmes microbianos (Marchese et a/, 2017), ndo alterando os beneficios alimentares para os

consumidores, nem provocando alteracoes quimicas e bioldgicas nos alimentos.

Estas substancias podem ser naturais ou sintéticas, sem valor nutricional, sendo adicionadas
em pequenas quantidades aos alimentos durante o seu processamento industrial e 0 seu embalamento

(Silva & Lidon, 2016).

Tém sido realizados alguns estudos, de modo a investigar o uso de compostos naturais, tais

como os oleos essenciais (OEs), para o revestimento de alimentos.

Os dleos essenciais (OEs) sdo liquidos lipofilicos de natureza aromatica obtidos a partir de
material vegetal, que pode ser flores, sementes, folhas, galhos e cascos das arvores, ervas, madeira,
frutas e raizes. Podem ser obtidos de diversas formas, desde expressao, fermentacao, enfloramento, ou
hidrodestilacdo, mas o método mais comumente usado é a destilacéo por arrastamento de vapor, usado

na producao comercial de OEs (Nehme et al,, 2021).

Atualmente, os OEs sdo usados em diversos campos, tais como o farmacéutico e o cosmeético,

devido as suas atividades bioldgicas, tais como a antibacteriana, antifungica e antioxidante.
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Futuramente, o intuito é o uso de OEs na industria alimentar. Para tal, varios estudos tém vindo
a ser realizados sobre o revestimento de frutos. Um dos estudos realizados foi com o revestimento da
maca, sendo usado um unico composto ou a combinacao de varios, nomeadamente o eugenol e o citral.
Neste estudo, ficou comprovado que o uso destes revestimentos comestiveis limitou a colonizacdo de
diferentes patogéneos, contribuindo para um consumo seguro destes frutos que foram ligeiramente

processados (Vieira et al,, 2019).
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1.2 Oleos essenciais e outros compostos bioativos

1.2.1 Definicao de compostos bioativos

Todos os seres vivos necessitam de sintetizar compostos quimicos para a sua sobrevivéncia e
para o seu crescimento. Os compostos bioativos das plantas sao metabolitos produzidos pelas células,
podendo dividir-se em dois grupos, os metabolitos primarios e os metabolitos secundarios. Os primarios
estado interligados com o crescimento e desenvolvimento, enquanto os secundarios estao relacionados

com a capacidade de sobrevivéncia da planta em relacao ao ambiente que a rodeia.

Os metabolitos primarios advém do metabolismo geral comum a todos os seres vivos, animais
e vegetais, tendo como objetivo a sintese de compostos essenciais para a sua sobrevivéncia. Nas plantas,
este metabolismo esta associado a diversos processos, como o Ciclo de Krebs, para a formacao de
acidos carboxilicos, e ainda originam a formacao de acucares, aminoacidos, acidos gordos, hidratos de
carbono, acidos nucleicos e proteinas, estando todos estes envolvidos nos processos vitais da planta (D.

F. L. dos S. Almeida, 2017; Schaaf ef a/,, 1995).

Os metabolitos secundarios sdo originados através de vias biossintéticas dedicadas e permitem
que a planta responda a diferentes fatores ambientais, fisicos ou biologicos, permitindo por vezes a
comunicacao com diferentes organismos (Castro et a/, 2005). Estas moléculas podem desempenhar
funcdes na reproducao e no crescimento, fundamentalmente na polinizacdo, e, ainda, atuam como
mecanismos de defesa contra radiacdo ultravioleta, agentes patogénicos, parasitas e predadores,

contribuindo também para a cor e 0 sabor das plantas.

1.2.2 Classificacdo quimica dos produtos naturais

Os produtos naturais podem ser classificados em diferentes familias de acordo com a sua
estrutura quimica e origem biossintética. Entre estes grupos encontram-se, por exemplo, os (poli)fenais,

terpenos, alcaloides, entre outros.

1.2.2.1 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sao caraterizados pela presenca de um anel aromatico que contém, no
minimo, um grupo hidroxilo (fenol) na sua estrutura, podendo ser livre ou, em alguns casos, de natureza

heterosidica.
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A grande diversidade estrutural dos compostos fendlicos permite dividi-los em duas grandes
classes, devido a sua origem biossintética, os derivados do acido chiquimico e os derivados da via acetato

(Bruneton et al., 2001).

Dentro dos compostos fendlicos podem considerar-se diversas subclasses, incluindo os acidos

fendlicos, cumarinas, lenhanas, flavondides, antocianinas, taninos, entre outras.

Exemplos destes podem ser encontrados na Figura 1.
BOSNES (L
OCH3
[ o
HO,C O OH
O Glic ! H II OH O
HO ~

OH O  OH OH 0 OH ‘
HsCO O‘O HsCO 0CH;3 Caby O o
0

vl IX

OCH3

Figura 1-Exemplos de compostos fendlicos: acido sinaptico I (acido fenilpropandico), esculetina I
(cumarina), magnoliol Il (neolenhana), pinosilvina IV (estilbeno), mangiferina V (xantona), quercetina
VI (flavonol), fisciona VII (antraquinona), xantoxilina VIl (benzofenona) e tetrahidrocanabinol (THC) IX

(canabinoide).

Os acidos fenolicos incluem as moléculas que apresentam uma funcéo carboxilica e um hidroxilo

fendlico, enquanto os fenois simples nao apresentam a funcédo carboxilica.

As cumarinas sdo 2A1-benzopiran-2-onas, podendo considerar-se como lactonas dos acidos 2-
hidroxi-Zcinamicos. As cumarinas encontram-se substituidas no carbono C7 por um hidroxilo. Este grupo

hidroxilo pode sofrer metilacdo ou estar envolvido numa ligacao heterosidica.

As lenhanas resultam de compostos cujo esqueleto resulta do estabelecimento de uma uniéo

entre os carbonos 3 das cadeias laterais das unidades derivados do 1-fenilpropano.

Todos os flavonoides possuem uma origem biossintética comum, e por este motivo podem ser
consideradas diversas subclasses, como flavonas, flavonéis, flavanonas, di-hidroflavonéis, flavan-3-ois,

chalconas, auronas e antocianinas (Bruneton et al., 2001; Cuyckens & Claeys, 2004).
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Os flavonodides sdo ubiquos nas plantas vasculares e sdo responsaveis pelas coloracdes do espetro
amarelo-laranja das flores, dos frutos e por vezes das folhas. As antocianinas, também flavonoides, estdo
associadas aos pigmentos azuis, roxos, rosa, malva, purpura ou violeta. Na sua estrutura encontra-se,
normalmente, um grupo OH em C3, e frequentemente, penta- (3,5,7, 3', 4') ou hexa-(3,5,7, 3', 4', ')

substituidos por hidroxilos ou metoxilos.

Em plantas superiores distinguem-se, geralmente, dois grupos diferentes de taninos, tanto pela
sua estrutura como pela sua origem biossintética, os taninos hidrolisaveis e os taninos condensados. Os
taninos hidrolisaveis sao oligo ou poliésteres de um acucar e de um numero variavel de moléculas de
acido fendlico. Os taninos condensados sao constituidos por unidades de flavan-3-ois ligadas entre si por

ligacbes carbono-carbono, geralmente 4 28 ou 4 26.

As quinonas sao compostos oxigenados que correspondem a oxidacao de derivados aromaticos
e caraterizam-se por um agrupamento de 1,4-dicetociclo-hexan-2,5-diénico, paraquinonas, e

ocasionalmente, por um agrupamento de 1,2-dicetociclo-hexan-3,5-diénico, orfo-quinonas.

1.2.2.2 Terpenos

As plantas produzem varias moléculas de natureza volatil necessarias para a sua sobrevivéncia,
pois atraem polinizadores para que ocorra a reproducdo, atuando na defesa contra diferentes fatores
biéticos e abidticos, transportando informacao para as plantas vizinhas, bem como para a prépria planta
(Dudareva et al., 2006). Quimicamente, estes compostos volateis incluem alguns terpenos, bem como

alcanos, alcenos, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de baixa massa molecular (Maffei, 2010).

Os terpenos podem ser divididos em diferentes classes, tais como monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos ou tetraterpenos, considerando o numero de atomos de carbono
que os constituem (10, 15, 20, 30, 40, respetivamente). Sao sintetizados pela via mevalonato, no
citoplasma, e pela via 1-desoxixilulose-5-fosfato (DXP), nos plastideos, como os cloroplastos, descritos no

esquema da Figura 2 (Felipe & Bicas, 2017; Kitaoka et a/, 2015; Sharmeen et a/, 2021).
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Mevalonato
> |ppx C, > > |PP* Isopreno
v C, v
>> GPP >> GPP »  Monoterpenos
v v
Sesquiterpenos  €—  sssppp €G> oS Fpp Fitol
\ 4
:; G >>>> GGPP > Diterpenos
Ubiquinona Esqualeno C., Y Carotenoides
v
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Figura 2- Vias biossintéticas de formacao de terpenos. *IPP ou DMAPP; IPP: pirosfosfato de isopentilo;
DMAPP: pirofosfato de dimetlalilo; GPP: pirosfato de geranilo; FPP: pirofosfato de farnesilo; GGPP: pirofosfato
de geranilgeranilo, adaptado de (Felipe & Bicas, 2017).

Exemplos de terpenos sao apresentados na Figura 3.
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Figura 3-Exemplos de terpenos: pcimeno X, limoneno: isomero R XI a e isomero S Xl b,
timol X1l e carvacrol XIIL.
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Os terpenos tém atividade anti-inflamatéria, anti-carcinogénica, antitumoral, antibacteriana,
antiviral e, ainda, atividade como hepatoprotetores. A atividade antimicrobiana que apresentam esta
relacionada com 0s seus grupos funcionais e com os efeitos que despoletam, como sera discutido

(Hyldgaard et al., 2012).

Os fenilpropandides constituem uma familia de compostos organicos sintetizados a partir da
fenilalanina presente nas plantas, sendo este um aminoacido percursor (Hyldgaard ef a/., 2012). A sua
estrutura é caraterizada pela presenca de uma anel aromatico e de uma cadeia lateral insaturada. Os
compostos demonstrados anteriormente sao parcialmente responsaveis pelas propriedades
antibacterianas dos OEs. Varios destes compostos surgem em OEs como é o caso da assarona XIV e

eugenol XV, representados na Figura 4.

/O:Qf\/ /Ot©/\/
o 0~  OH
XIv XV

Figura 4-Exemplos de fenilpropanoides: assarona XIV e eugenol XV.

Os acidos hidroxicinamicos sao derivados dos fenilpropanoides e contém grupos fenolicos nos carbonos
C3 e C6, uma funcao carboxilo e uma ligacao dupla na cadeia lateral. Estas carateristicas possibilitam
as duas formas isoméricas, cis e frans, sendo a forma frans a mais estavel e a mais predominante na

Natureza (Bruneton et al., 2001; Hyldgaard et al., 2012; Ribéreau-Gayon & Gautheret, 1968).

Os oleos essenciais (OEs) sdo produtos de composicdo geralmente complexa que sao produzidos
por células especializadas e que contém moléculas de natureza volatil, frequentemente terpenos de baixo

peso molecular, tais como monoterpenos e sesquiterpenos.

1.2.3 Extracao de 6leos essenciais

As diferentes metodologias de extracao de oleos essenciais devem ter em consideracao
diferentes aspetos, incluindo a classe quimica-alvo, a sua estabilidade, quantidade, entre outros (Smith,

2003).

Como técnicas de extracdo mais conhecidas surgem, por um lado, a extracdo por Soxhlet,
maceracao e hidrodestilacao, sendo estas consideradas técnicas convencionais. Por outro lado, como
técnicas nao-convencionais surgem a extracdo assistida por ultrassons, extracao assistida por enzimas,

extracdo assistida por microondas, extracao assistida pelo pulso do campo elétrico, extracdo com fluido
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supercritico e extracdo de liquido pressurizado (Azmir et al., 2013). Estas diferentes técnicas apresentam

resultados diferentes de acordo com a espécie de origem e tecido vegetal utilizado.

Destilacao por arrastamento de vapor

0 método mais comum para a extracao de o6leos essenciais € a destilacdo por arrastamento de
vapor descrita na Figura 5. O vapor pode ser saturado ou superaquecido, sendo introduzido na parte
mais abaixo do extrator onde ira passar até atingir a matéria prima (Asbahani et a/, 2015; Khalil et a/,

2017).

Reator

"\ Condensador
Decantador

Aaa "
Vapor \ bp Ol20

v
Agua
desperdicada
Agua quente Caldeira

Figura 5-Esquema de destilacao a vapor, adaptado de (Masango, 2005).

Hidrodestilacao

Este método consiste em colocar os materiais vegetais, inicialmente, num compartimento imovel,
e a agua é adicionada e, em seguida, a mistura é levada a ebulicao. O arrefecimento condensa a mistura
que flui do condensador para o separador, onde o dleo essencial e os compostos bioativos se separam

automaticamente da agua (Vankar, 2004).

Extracao por solvente

A extracdo por solvente organico é outro método muito usado na extracao de OEs das plantas.
Diversos solventes podem ser usados como o metanol, etanol, /#hexano, de entre outros. Este método
consiste na maceracao por um solvente organico do material vegetal, sendo que o extrato é concentrado
pela remocao do solvente, por evaporacdo, sob pressao reduzida. Algumas modificacdes experimentais

foram realizadas ao longo dos tempos, de modo a aumentar a sua eficacia em comparacdo com métodos
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tradicionais, como por exemplo a extracdo em bafch, que € uma alternativa a extracdo de Soxhlet

(Asbahani et al., 2015; Khalil et a/., 2017).

Extracao assistida por microondas

Os métodos tradicionais usados na extracdo de OEs estao associados a diversas desvantagens
como a hidrolise, a degradacao térmica e a lixiviacao de alguns componentes da planta. Para combater
estes problemas, surgiu um novo método, a extracdo assistida por microondas, que € utilizada para
extrair produtos soltveis, num fluido, a partir de materiais através da energia de microondas. As
microondas correspondem a campos eletromagnéticos com frequéncias na gama dos 300 MHz a 300
GHz, compostas por dois campos oscilantes, o campo elétrico e 0 campo magnético. O mecanismo de
extracdo envolve trés etapas: a separacdo de solutos dos locais ativos da matriz da amostra, sob o
aumento da temperatura e da pressao, a difusdo do solvente através da matriz da amostra e a libertacédo
de solutos da matriz da amostra para o solvente. Este tipo de extracdo obtém compostos bioativos mais
rapidamente que outras técnicas convencionais, sendo reconhecido como uma tecnologia ecologica, pois

reduz o uso de solvente organico (Alupului et al, 2012).

Extracdo com fluido supercritico

A extracao com CO. supercritico € um método eficiente para a extracdo de compostos bioativos.
O ponto critico de uma substancia define-se como a temperatura e pressao acima das quais nao existem
fases distintas de gas e de liquido. Um sistema de extracdo através de um fluido supercritico é constituido
por um reservatério de fase movel, como o CO., uma bomba para pressurizar o gas, vaso, um forno que
contém o vaso de extracao, um controlador para manter a elevada pressao dentro do sistema e um
sistema de captura. Exemplos de compostos obtidos usando esta técnica sao o eucaliptol, o pinocarveol,

o eugenol e o y-terpineno (Azmir et al, 2013; Yousefi et al., 2019).

Extracao assistida por ultrassons

A extracao assistida por ultrassom € outra técnica de extracao com sucesso para superar as
desvantagens dos métodos tradicionais através do uso de ultrassom (Khalil ef a/, 2017). O ultrassom &

uma onda sonora especial, usada em quimica entre 20 kHz a 100 MHz, que, ao passar por um meio,
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cria compressao e expansao, formando um fendmeno chamado cavitacao, que consiste na producéo,
crescimento e colapso de bolhas. Uma elevada quantidade de energia é produzida, pela conversao da
energia cinética do movimento no aquecimento do contetido da bolha. A energia do ultrassom facilita a
lixiviacao de compostos organicos e inorganicos da matriz de plantas (Herrera & Luque De Castro, 2005).
O mecanismo de extracdo por ultrassom envolve dois fendmenos fisicos principais, a difusao através da

parede celular e a limpeza do contetido das células apds a quebra das suas paredes (Mason et al., 1996).

1.2.4 Atividade biolégica dos componentes dos 0leos essenciais

Com os OEs extraidos das diversas plantas, através de diferentes técnicas, é possivel avaliar as
respetivas atividades biologicas em diferentes modelos experimentais. Estas atividades estao,
invariavelmente, associadas a composicao quimica dos constituintes presentes nos OEs, motivo pelo
qual o estudo fitoquimico da amostra é fundamental (Nehme et a/, 2021). Normalmente, os compostos

bioativos constituem uma percentagem relevante na mistura, como descrito na Tabela 1.

Entre as varias atividades biologicas podem destacar-se antibacteriana, antifungica, atividade
antiviral, citotoxica ou anti-inflamatéria. Neste trabalho serdo focadas as atividades antibacteriana e

antifungica.
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Tabela 1-Composicdo quimica de alguns OEs que exibem propriedades antimicrobianas.

Componentes Composicao
Nome da planta Referéncias
principais relativa
Origanum vulgare Carvacrol Vestigial - 80 (Burt, 2004; Daferera
Timol Vestigial - 64 et al., 2000;
y-Terpineno 2-52 Karpouhtsis et al.,
pLimeno Vestigial - 52 1998)
Rosmarinus officinalis a-Pineno 2-25
(Daferera et al., 2000;
Acetato bornilico 0-17
Marino et al., 2001;
Canfora 2-14
Pintore et al., 2002)
1,8-Cineol 3-89
Salvia officinalis L. Canfora 6-15
a-Pineno 4-5
B-Pineno 2-10 (Marino et al., 2001)
1,8-Cineol 6-14
o-tuiona 20 - 42
Syzygium aromaticum Eugenol 75 -85
(Bauer et al., 2006)
Acetato de eugenol 8-15
Thymus vulgaris Timol 10-64
(Burt, 2004; Daferera
Carvacrol 2-11
et al., 2000; Lens -
y-Terpineno 2-31
Lisvonne et al., 1987)
pCimeno 10 - 56

28



1.2.4.1. Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana de diferentes compostos tem sido muito estudada, devido a

emergéncia da resisténcia a antibidticos e a multirresisténcia de algumas estirpes de bactérias.

As bactérias Gram-negativas tém uma camada fina de peptidoglicano e uma membrana lipidica
externa, enquanto as bactérias Gram-positivas tm uma camada espessa de peptidoglicano € nenhuma

membrana lipidica externa, o que lhes confere uma maior resisténcia aos antimicrobianos (Figura 6).
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Citoplasma Citoptasma

Figura 6-Estrutura das bactérias: Gram-negativa (A) e Gram-positiva (B).

A atividade antibacteriana do eugenol é devida a presenca de grupos hidroxilo livres na sua
estrutura, pois estes promovem a disrupcdao da membrana citoplasmatica e consequentemente
aumentam a permeabilidade nao especifica, devido a ligacdo do grupo OH as proteinas presentes,

prevenindo a acao de enzimas (Devi ef a/,, 2010; Marchese et al, 2017; Nazzaro et al., 2013).

A performance de um determinado composto relativa a atividade antibacteriana esta relacionada
com a sua Concentracao Minima Inibitoria (MIC) que se define como a mais baixa concentracdo do
composto necessaria para limitar o crescimento de um inoculo (C. Carson e Riley, 1995). A Concentracao
Minima Bactericida (MBC) é também util na observacdo da capacidade antibacteriana de um composto
bioativo, dado que se trata da concentracdo a que um dado composto provoca pelo menos 99,9 % de
morte do indculo (C. F. Carson efal., 1995). A Zona Inibitéria de Crescimento (IZ) é medida pelo diametro
do halo de inibicao do crescimento. A Concentracdo Minima Letal (MLC) é a concentracao minima de

um determinado composto capaz de matar um microrganismo.

Para obter estas concentracdes diferentes podem ser usados testes como a difusao em disco,
para o screening da atividade bacteriana, e o método de diluicdo em agar, para a determinacao da forca

das propriedades antibacterianas (Burt, 2004).
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Mecanismo de acao antibacteriano

Os OEs podem ter diferentes grupos funcionais na sua estrutura, conforme a classe de
compostos a que pertencam. A atividade antibacteriana nao é caraterizada por nenhum grupo funcional
especifico, no entanto, as bactérias tém determinados alvos moleculares, que podem ser modulados por

moléculas bioativas que tém em conta a especificidade do local de ligacao.

Na Figura 7, esta representada a estrutura de alguns mecanismos celulares de uma célula
bacteriana, os quais consistem especialmente na degradacao da parede celular, em danos na membrana
citoplasmatica, em danos nas proteinas membranares, na perda de constituintes citoplasmaticos, como
metabolitos e ides, na coagulacdo do citoplasma e no esgotamento da forca motriz de protées (Burt,

2004).

Coagulacao

Saida de
constituintes Citoplasma
[ citoplasmaticos

Parede celular | Membrana

J citoplasmatica
Proteinas '
membranares ~=—_

Figura 7-Estrutura de mecanismos celulares de uma célula bacteriana, adaptado de (Burt, 2004).

A degradacdo da parede celular esta associada a capacidade de pequenos solutos hidrofilicos
serem capazes de passar a membrana externa, através de proteinas especializadas, fornecendo canais
transmembranares hidrofilicos, sendo que a membrana externa serve como barreira de penetracdo para
macromoléculas e compostos hidrofobicos. Em geral, destruir ou danificar a membrana externa ¢ um
requisito para qualquer soluto exercer atividade bactericida, principalmente nas bactérias Gram-negativas
(Faleiro M.L., 2011; Helander et al., 1998). Os OEs quando estdo presentes no meio intracelular de uma
bactéria provocam a acidificacao dentro da célula, que promove o bloqueio da producédo de energia
celular (ATP-Adenosina Trifosfato), devido a perda de ides, ao colapso das bombas de protdes e a reducao

do potencial de membrana (Saad ef a/,, 2013; Turgis et al, 2009).

A membrana bacteriana tem um papel importante na regulacédo da pressao osmotica celular, na

entrada e saida de biomoléculas. Os compostos bioativos ao promoverem alteragées na membrana
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plasmatica levam a uma disrupcao da pressao osmotica, levando a uma perda de constituintes

intracelulares, e eventualmente, a destruicdo da células (Yang ef af., 2021).

Diferentes moléculas, dependendo da sua hidrofobia, permeiam mais facilmente ou menos a
membrana, sendo que a porcado interna hidrofébica desta favorece o fluxo dos componentes que
atravessam a membrana, e da composicao da membrana, portanto, uma mudanca de perfil
hidrofébico/hidrofilico pode levar a uma perda de componentes celulares, devida a rotura da membrana
celular. A coagulacao do citoplasma esta associada proteinas e membranas desnaturadas, dependente
da hidrofobicidade dos solutos que atravessam a membrana celular e da composicao da membrana

bacteriana (Gustafson et a/, 1998; Lambert ef a/,, 2001; Sikkema ef a/., 1995; Turgis et al, 2009).

1.2.4.2. Atividade antifungica

Os fungos estdo cada vez mais associados a doencas infeciosas, devido aos fatores de viruléncia,
que lhes permitem causar variados tipos de infecdes, podendo levar & morte. Exemplos de doencas

fungicas sdo as candidiases, micoses, aspergiloses, de entre muitas outras.

As candidiases sao uma doenca fungica causada por uma levedura do género Candida, sendo a
mais comum a espécie Candida albicans. Esta levedura vive normalmente na pele e dentro do nosso
corpo, fazendo parte da nossa flora comensal, causando infecdes no organismo pela entrada na corrente

sanguinea e, consequentemente, nos 6rgaos internos.

As micoses podem ser de diferentes tipos blastomicoses, coccidioidomicoses e mucormicoses,
causadas por diferentes tipos de fungos como Blastomyces, Coccidioides e por um grupo de bolores

conhecidos como mucormicetes, respetivamente.

As aspergiloses sdo doencas causadas por um fungo, Aspergillus, um bolor comum. Estas
doencas sao mais comuns em pessoas com o sistema imunitario mais debilitado, pois todos os dias
muitas pessoas respiram Aspergillus, que se encontra no ar, € nao ficam doentes. Os problemas
causados por este fungo estao associados a reacoes alérgicas, infecdes pulmonares e em outros 6rgaos

(Fungal Diseases Homepage | CDC., 2020).
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Mecanismo de acao antifiingico
Os antifungicos utilizados normalmente sdo os polienos, como a anfotericina B, os azois, como

fluconazole, itraconazole, entre outros, e as equinocandinas.

Estes compostos atuam principalmente na parede celular, inibindo as sinteses de 3-glucanos e
de quitina; na membrana celular inibindo a sintese de ergosterol; e, ainda, podem atuar na inibicdo de

sintese de outros alvos como acidos nucleicos, proteinas e microtubulos.

A Figura 8 exemplifica a arquitetura membranar de um fungo (Chopra, 2010).

B 1, 3 glucanos _
1, 6 glucanos ) \
BlL6g LA .
. ot
Membrana /&.« o
celular

B 1, 3 sintetase ‘e Quitina

Figura 8-Composicao celular de um fungo, adaptado de (Chopra, 2010).
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1.3. Eugeno

O eugenol, designacao convencional para 4-alil-2-metoxifenol (Figura 9) ¢ um
fenilpropanoide presente em diversos elementos da flora mundial, tais como o cravinho-da-india,
exemplificado na Figura 9, e também, manjericao, canela, noz-moscada, alfavaca-cravo, entre muitos
outros (Mishra ef a/, 2013), sendo os seus epitetos cientificos mostrados na Tabela 2, juntamente com

a percentagem de eugenol presente em cada uma destas plantas.

Além destas fontes, existem outras, que também contém eugenol na sua constituicdo, mas em
quantidades mais reduzidas, como é o caso da Myristica fragrans, Melissa officinalis, Micium anisatum

(Jaganathan & Supriyanto, 2012), entre outras.

0 =

HO

Figura 9-Estrutura quimica do eugenol e sua fonte, o cravinho-da-india.

Tabela 2-Ocorréncia e % de eugenol em diferentes plantas (Marchese ef al,, 2017).

Planta Abundancia em
Nome cientifico Nome comum Partes especificas eugenol (%)
Sysgium aromaticum
Eugenia aromaticum Cravinho-da-india Flores e rebentos 75 -85
Eugenia cariophylata
Ocimum basificum )
Manijericao Oleo essencial 70 - 80
Ocimum gratissimum
Cinnamomum
Canela Casca 70-95
zeylanicum

O eugenol tem como formula quimica CwH:0., com uma massa molar de 164,2 g mol, é
parcialmente soluvel em agua e altamente soltvel em solventes organicos. De incolor a amarelo palido,
quanto a cor, é absorvido através do intestino delgado e excretado na urina, ou através de CO. expirado

(Khalil etal, 2017).
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Devido a sua acao farmacoldgica, podera vir a ser usado, apos testes /n7 vivo, no tratamento de
diversas doencas, tais como acne, asma, artrite reumatoide, cicatrizes, verrugas e alergias. Por enquanto,
a sua utilizacdo no mercado é apenas restrita a cosmética e medicina dentaria, devido as suas
propriedades antioxidantes e antissépticas. O eugenol podera também vir a ser usado no tratamento de
doencas infeciosas e como conservante alimentar, devido as suas propriedades antimicrobianas

(Marchese et al,, 2017).

1.3.1. Mecanismo de acdo do eugenol

Diversas investigacdes descritas, na bibliografia, demonstram o potencial do eugenol, devido as
propriedades antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria, anticancerigena, neuroprotetora e

antisstressante, potencial antidiabético e perspetivas hipocolesterolémicas.

Atividade antibacteriana

Os compostos fendlicos, como o eugenol, estdo diretamente relacionados com diversos
mecanismos celulares, descritos na Figura 7, que englobam disturbios na membrana citoplasmatica,
disrupcédo da forca motriz de protdes, fluxo de eletrdes, transporte ativo, coagulacdo de componentes
celulares e perda de lipidos nas paredes celulares, tanto nas bactérias Gram-negativas como nas Gram-

positivas (Burt, 2004; A. L. De Almeida et a/, 2019).

No caso da disrupcao da membrana citoplasmatica, uma vez que leva a um aumento da
permeabilidade da membrana, afetando o transporte de ides e ATP, a libertacdo de ides e a extensiva

perda de componentes celulares, pode resultar na morte da célula (Marchese et al., 2017).

Varios autores sugerem que a atividade antibacteriana do eugenol é devida a presenca de um
grupo OH fendlico livre, que se ira ligar a proteinas impedindo a acao de enzimas (Burt, 2004; Marchese

etal, 2017).

Um estudo realizado por Qian, com células CRKP-12 tratadas com eugenol, demonstra
hiperpolarizacao da membrana celular, pois revela que este composto perturba a estrutura da membrana
celular e aumenta a sua permeabilidade, provocando, ainda, um intumescimento destas células, levando
ao colapso da superficie e a detritos celulares anormais, pois a forma bacilar e a superficie lise das

células estudadas é desintegrada pela acao do eugenol. A perturbacao na permeabilidade da membrana
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¢ devida a despolarizacdo da mesma, ao aumento de H- intracelular e a perda de ATP, resultando na
formacao de poros nao seletivos, que promovem a perda de ides essenciais e de outras biomoléculas

(Bot & Prodan, 2009; Qian et al., 2020).

Estudos focados em microrganismos responsaveis por doencas infeciosas em humanos, tais
como Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli; Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida glabrata, Aspergifllus niger, entre outros, demonstraram através dos
valores de 1Z, bem como MIC e MBC, o potencial inibitério de crescimento destes organismos, sendo,

portanto, possivel 0 seu uso para o controlo de doencas infeciosas (Marchese et al,, 2017).

A nivel de patogéneos de origem alimentar, como £. coli; Listeria monocyfogenes e Salmonella
spp., 0 eugenol demonstrou inibicdo do crescimento destes patogéneos, diminuindo a proeminéncia de
doencas alimentares, como listerioses, colites hemorragicas e salmoneloses, e ainda o potencial para
atuar como conservantes alimentares, de modo a aumentar a vida util de produtos alimenticios (Mith ef
al, 2014). Um patogéneo alimentar causador de gastroenterite - Vibrio parahaemolyticus, resistente a
antibiéticos, devido ao consumo de frutos do mar mal cozinhados, serviu como alvo no estudo da
atividade do eugenol. Ficou demonstrada uma atividade efetiva contra o crescimento bacteriano deste
microrganismo, apresentando atividade na prevencdo de biofilmes, importante para a manutencao da
seguranca alimentar destes alimentos (Ashrafudoulla ef a/, 2020). Um biofilme é definido como uma
comunidade de células anexadas a uma superficie inseridas numa matriz exopolimérica, que sao

dificilmente erradicadas representando um foco de infecéo.

A inibicdo da formacao de biofilmes, comprovada por diferentes estudos, deve-se a deterioracéo
violenta das células presentes nos biofilmes, causando uma significante dispersdo celular dentro da

matriz do biofilme (De Paula ef a/,, 2014).

Alguns estudos realizados em biofilmes de CRKP-12, Alebsiella pneumoniae resistente a
carbapenemos, demonstram um forte efeito do eugenol na inibicdo destes biofilmes. Resultados
referentes a gRT-PCR mostram que os mRNA dos genes relativos a estes biofilmes encontram-se
diminuidos na presenca do eugenol. Portanto, a inibicao de biofilmes causada pelo eugenol, pode atribuir-

se a um mecanismo de desregulacdo génica (Qian et al, 2020).

Outro estudo realizado por Triana e colegas, usando derivados do eugenol, como o isoeugenol e
0 acetato de eugenol, comprovam que a atividade antibacteriana destes compostos se deve a sua

estrutura do fenilpropanoide, conferindo-lhe carater lipofilico, podendo assim danificar a célula bacteriana
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ao penetrar na membrana lipidica e, assim, danificar a permeabilidade da membrana. O isoeugenol
apresenta elevado efeito antibacteriano, devido a ligacdo dupla préxima ao anel aromatico presente na
sua estrutura, atuando como detergente, tanto nas membranas internas como externas, pois ambas tém
alvos onde o eugenol pode promover um ataque nucleofilico. No entanto, o acetato do eugenol néo
apresenta atividade antibacteriana, pois o grupo hidroxilo presente no eugenol encontra-se substituido
por um grupo acilo, podendo, assim, afirmar-se que a atividade antimicrobiana do eugenol e derivados

se deve ao grupo hidroxilo livre (Triana et a/., 2019).

Ha estudos da acao do eugenol contra isolados de Staphylococcus aureus, alguns resistentes a
vancomicina, que mostraram que o eugenol é capaz de desencadear citotoxicidade na célula, devido a
producao intracelular de radicais livres de oxigénio (ROS), que induz a inibicdo do crescimento celular,
disrupcdo da membrana celular e danos no DNA resultando na decomposicado celular e morte (Das et

al., 2016).

Atividade antifingica

Um estudo de Olea e outros afirma que a atividade antifingica do eugenol esta atribuida a
disrupcdo da estrutura da sua membrana, através da acumulacdo deste composto na bicamada
fosfolipidica, devido ao seu carater lipofilico. Esta interacdo altera a fluidez e a permeabilidade das
membranas fungicas, afetando as funcdes das enzimas ou proteinas importantes ligadas @ membrana.
A ligacdo dupla da cadeia lateral do eugenol e 0 seu sistema aromatico promovem a inibicao do

crescimento fungico (Olea ef a/,, 2019).

Estes investigadores também estudaram modificacdes na estrutura do eugenol, através da
adicdo de grupos contendo nitrogénio no anel aromatico e modificacdes na estrutura inicial do composto.
A adicao do grupo com nitrogénio no anel aromatico promove a retirada de eletrdes e, diretamente, reage
com as ligacdes duplas substituidas com outros grupos de retirada de eletrdes, que promove a producao
de ROS pelos compostos aromaticos, num processo mediado por enzimas, levando a uma disrupcdo
quimica da palicada da membrana. Os arranjos espaciais dos grupos estruturais presentes no eugenol
promovem o aumento do ataque nucleofilico das ligacoes duplas nos grupos nitro eletrofilicos afetando
a permeabilidade da membrana e o transporte de eletrdes. A presenca de outros grupos no anel
aromatico afeta a reatividade dos compostos, que é comprovada pela substituicao do grupo hidroxilo livre

por um grupo acetilo, diminuindo fortemente a atividade destes compostos, pois esta atividade € devida
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a elevada atracao eletronica do grupo hidroxilo, que aumenta as reacdes com as ligacdes duplas do anel

aromatico (Olea et al,, 2019).

Marchese estudou 0 mecanismo de acao do eugenol em diversas vertentes, a nivel fungico, o
carater lipofilico do eugenol promove a entrada deste nas cadeias de acidos gordos, e, assim, na
bicamada fosfolipidica da membrana fungica. Este mecanismo promove perturbacdes na permeabilidade
e na fluidez, conduzindo a uma interferéncia na patogenicidade fungica, pois compromete a adeséo
destas células fungicas a células hospedeiro, €, ainda, o seu dimorfismo, importante fator de viruléncia
dos fungos, conduz a uma reducdo da habilidade dos fungos colonizarem e infetarem os tecidos

hospedeiros (Marchese et al., 2017).

Outros estudos mostram que o transporte de ides é afetado pelo eugenol nas leveduras, pois
inibe a atividade H+ - ATPase e a extrusdo de H' estimulada pela glicose (Ahmad et a/, 2010), e
mostraram, ainda, que o tratamento com eugenol e metil-eugenol em Candida albicans induz um stress
oxidativo, caraterizado pelo aumento do superdxido dismutase e, consequentemente, uma elevada
producdo de ROS, os quais causam peroxidacao lipidica das membranas citoplasmaticas e morte celular

(Khan et al,, 2011).

O eugenol tem a aptiddo de afetar a hidrofobicidade da superficie celular e a capacidade de
adesado de células planctonicas, como, por exemplo, em estirpes de Candida, como a Candida tropicallis
e Candida dubliniensis. Esta atividade é devida a ligacao dupla localizada nas posicdes o e [3 da cadeia

lateral e ainda ao grupo metilo localizado na posicao y (De Paula et al, 2014; Qian et al., 2020).

Estudos referentes a inibicdo de biofilmes provocados pela Candida dubliniensis e pela Candida
tropicallis retratam que o eugenol apresenta atividade inibitéria e reduz atividade metabdlica dos
biofilmes. O mecanismo pelo qual o eugenol induz a morte destes biofilmes consiste no facto de este
provocar mudancas profundas na morfologia das células e, ainda, provocar perda de constituintes

citoplasmaticos, indicando que existe acdes no envelope celular.

Atividade anticancerigena

0 cancro esta documentado como a segunda maior causa de mortalidade mundial, associado a
diferentes fatores como o tabaco, ambiente, fatores genéticos, entre outros, consistindo, essencialmente,

na proliferacdo anormal de células tumorais.
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0 eugenol apresenta-se como um agente inibidor de metastases associadas ao stress oxidativo,
e 0s seus derivados como o isoeugenol, di-hidroisoeugenol e diisoeugenol revelam-se também agentes
anticancerigenos do cancro da mama, através das suas moléculas citotoxicas gque interagem com a

membrana celular (Khalil et a/., 2017).

Jaganathan no seu estudo, afirma que a producao de ROS pelo eugenol, esta envolvida na
inducao da apoptose, levando a uma reducéo do potencial da membrana mitocondrial e na inducao da
fragmentacao do DNA, confirmada pelo padrao de DNA /adder, através da ativacao da caspase-3 e pelo
produto de clivagem de PARP (Polimerase de poli (ADP-ribose)), e, ainda, pela libertacéo do citocromo ¢
da mitocdndria para o citosol, tendo um papel importante na via mitocondrial, através da modulacéo das
proteinas da familia Bcl2, angiogénese e invasao nas células em estudo (Jaganathan , Saravana Kumar;
Supriyanto, 2012). Jaganathan, no seu estudo, afirma que, no caso de um melanoma, o
dihidroisoeugenol apresenta uma percentagem de inibicao de crescimento de 40 a 60 %, e 0 0,0'-dimetil-
dihidro-eugenol apresenta 70 a 80 %, a uma concentracao de 10 uM. O eugenol para diferentes tipos de
cancro, como melanoma, osteossarcomas, leucemias, cancro gastrico, tumores na pele e cancro na
prostata, apresenta diminuicdo do crescimento das células tumorais. Particularmente, no caso de uma
leucemia, o eugenol apresenta um ICsde 23,7 uM em linhas celulares HL-60, aumentando a producao
de ROS e a deplecao de glutationa (GSH), o metileugenol, para a mesma linha celular, apresenta um |Cs

de 76,5 uM (Yoo et al,, 2005).

Atividade anti-inflamatoria

A inflamacao consiste numa resposta natural do corpo, que acontece quando o organismo se
encontra debilitado, seja por uma infecdo por agentes infeciosos como bactérias, virus ou parasitas, ou
por intoxicacao por veneno, seja por uma lesao por calor, radiacdo ou trauma. Devido a estas situacoes,
0 organismo da inicio a resposta inflamatéria, tendo por objetivo eliminar as lesdes, removendo as células
mortas e tecidos danificados, iniciando assim a sua reparacao. O tratamento de uma inflamacao é
realizado através de anti-inflamatdrios ndo esterdides e anti-inflamatorios esteroides, sendo que estes
provocam alguns efeitos secundarios indesejados ao organismo, como por exemplo cansaco, ma

digestao, e ainda podem provocar mudancas no peso.
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De modo a diminuir os efeitos colaterais, tem-se procurado formas mais naturais que ajudem na
resposta inflamatoria. Para tal, diversos estudos tém vindo a ser realizados de forma a encontrar estas

solugdes, como € o caso do estudo do eugenol.

Um estudo de Barboza e equipa, demonstra que o eugenol apresenta uma acao benéfica no
stress oxidativo, através da inibicdo de enzimas e processos oxidativos. Estes mecanismos, de diminuicao

da resposta inflamatéria pelo sistema imunoldgico, estdo descritos na Figura 10 (Barboza ef a/, 2018).

Em modelos /n vitro, 0 eugenol inibe a eosinofilia, isto €, 0 aumento de eosinofilos circulantes no
sangue, induzida pela ovalbumina no tecido pulmonar, prevenindo o aumento dos niveis das interleucinas
4eb (IL-4 e IL-B). No caso de lesdo pulmonar aguda induzida por lipossacarideos (LPS), o eugenol inibe
0 recrutamento de leucocitos para o tecido pulmonar, pela regulacdo negativa da expressao de citocinas
pro-inflamatoérias IL-6 e TNF-o (fator de necrose tumoral alfa). Além disto, o eugenol aumenta a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase

(GST), sendo estas enzimas antioxidantes importantes.

Um outro estudo demonstra que o eugenol inibe a expressao da enzima oxido nitrico induzivel
(INOS) dos macrofagos em resposta ao LPS, culminando na reducdo dos niveis de oxido nitrico, um

mediador inflamatorio. O eugenol reduz também o TNF-a e a interleucina 1f (IL-1f) (Yeh ef al, 2011).
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Figura 10-Mecanismos da resposta inflamatéria, adaptado de (Barboza ef a/, 2018).
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Um outro estudo refere que o eugenol inibe a cicloxigenase-2 (COX-2) nos macrofagos, e assim
inibe a sintese de prostaglandinas (PGs), resultantes da competicdo com o acido araquidoénico, pois o
eugenol é capaz de resistir a libertacdo de mediadores pro-inflamatérios como a interleucina-13, o fator

de necrose tumoral a e da prostaglandina E2 dos macrofagos (Pramod et a/, 2010).

Atividade antioxidante

Um dos mecanismos referentes a atividade antioxidante do eugenol e derivados, é relativa ao
efeito protetor, conferido pelo eugenol, na peroxidacéo lipidica, mediada por metais explicada pela sua
estrutura metoxifenolica. O eugenol, devido a estas propriedades, ¢ usado como agente aromatizante em

cosméticos e produtos alimenticios, e, também, como antisséptico em odontologia (Ito ef a/., 2005).

Um estudo de Makuch afirma que o fenol do eugenol, o qual apresenta propriedades acidicas,
esta principalmente interligado com a atividade antioxidante, pois promove a eliminacao de radicais livres
de oxigénio (ROS), pela formacao de radicais fenoxilo, devido a ressonancia causada pela transferéncia
de carga. Porém, a substituicao do atomo de hidrogénio por heteroatomos aumenta as suas propriedades
antioxidantes, como é o caso de ésteres de eugenol contendo atomos de cloro, que conseguem
facilmente sequestrar as ROS, devido as mudancas no formato da molécula, como o seu tamanho,
direcao, alcance e polarizacao das ligacdes e mudanca na simetria das particulas. O cloro provoca a
polarizacao das ligacdes entre os atomos de carbono e cloro, que promove a reducdo da densidade da
nuvem de eletrdes em toda a molécula, causando polarizacao de todas as ligacdes proximas presentes

na estrutura (Makuch et al,, 2020).

Os derivados do eugenol contendo grupos ésteres penetram melhor as membranas biologicas,
0 que tem um impacto positivo no aumento no transporte de substancias ativas através destas
membranas, sendo este fenomeno particularmente importante no caso de substancias ativas, como
antioxidantes. Estas substancias ativas contém alta atividade antioxidante e maior lipofilicidade, sdo uma
alternativa para a obtencao de preparacdes cosméticas caraterizadas pela protecdo duradoura contra
ROS (Makuch et al., 2020). A substituicdo do hidrogénio do grupo fenol por grupos alquilo aumenta a
sua atividade antioxidante (Topal ef af, 2017).

0 eugenol causa supressdo significativa da peroxidacao lipidica e oxidacao de lipoproteinas de
baixa densidade. Os derivados do eugenol reduzem significativamente a oxidacdo dependente de cobre

de lipoproteinas de baixa densidade e, ainda, peroxidacao lipidica e auto-oxidacao de Fe.
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1.3.2. Aplicacdes do eugenol como conservante alimentar

Ao longo dos ultimos anos, varios estudos tém vindo a ser realizados, de modo a usar o eugenol
como conservante, seja no revestimento de embalagens ou dos produtos, como antioxidante, seja
inserido na matriz do alimento, de modo a prevenir a ocorréncia de crescimento e atividade microbiana,

de forma a aumentar a vida util do produto alimenticio.

Veja-se 0 exemplo da £scherichia coli e do Zygossaccharomyces rouxii que sao dois organismos
que provocam alteracdes na matriz alimentar de sumos de fruta. Estudos da atividade antimicrobiana do
eugenol, carvacrol e vanilina demonstraram que estes compostos bioativos apresentam potencial
inibitério do crescimento /n vitro da £. coli e Z rouxii, usados individualmente ou em combinacdes
binarias, sendo que, em combinacao, exibem uma atividade aditiva ou sinérgica, a concentracdes
variaveis entre 0,025 mg/mL e 0,25 mg/mL, consoante o composto bioativo em questdo, sendo mais
eficaz o eugenol e o carvacrol. Estes factos comprovam que estes compostos bioativos podem ser usados

como conversantes ou, ainda, como aditivos no processamento alimentar (Ribes ef a/., 2019).

Outro exemplo ¢ o robalo japonés, Lafeolabrax japonicus, que apresenta uma 6tima composicao
nutricional, devido a elevada quantidade de proteina e baixa quantidade de gordura. No seu estado cru
apodrece rapidamente, tal como todos os peixes, uma vez que sofre elevada atividade microbiana e,
também, devido as suas enzimas endogenas. Para combater este problema, estudaram-se emulsdes de
eugenol (0,075, 0,15e 0,3% (p/v) ) na presenca de 1,5% de alginato de sodio no embalamento do robalo,
usando armazenamento a frio (4°C). Comprovou-se que este revestimento para a embalagem suprime o
crescimento microbiano, previne o oxidacao lipidica e reduz mudancas nos metabolitos principais do

robalo (Li ef al, 2020).

Outro exemplo ainda é a validade do pdo que é reduzida devido a ocorréncia de bolores,
provocados por fungos como Aspergiflus niger. Para resolver este problema, foi estudada a atividade
sinérgica do eugenol e do citral. Devido ao dano na membrana celular do A. Niger, provocada pelo
eugenol, e, ainda, a peroxidacao lipidica da membrana, levando a uma libertacdo de ROS, provocada
pelo citral, foi comprovado que estes dois compostos bioativos atuam na reducdo de bolores e
apresentam um elevado potencial como antifingicos ativos, sendo a concentracdo da MIC do eugenol
em acao sinérgica com o citral 0,23 mg/mL (Ju, Xie, Yu, Guo, Cheng, Zhang, ef a/, 2020). Outro estudo
usando estes compostos bioativos contra Penicillum roqueforti comprovou serem uma potente
combinacao bacteriostatica com potencial para atuarem como conservante natural (Ju, Xie, Yu, Guo,

Cheng, Qian, et al., 2020).
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1.4. Carvacrol

O carvacrol, designacdo convencional do 5-isopropil-2-metilfenol, representado na Figura
11, € um monoterpeno fendlico presente em diversas plantas da flora mundial, como ¢ o caso do
Origanum vulgaree Thymus vulgaris (Figura 11), sendo as percentagens de carvacrol descritas na Tabela

3 (Burt, 2004; Memar et al.,, 2017).

HO

Figura 11-Estrutura quimica do carvacrol. Fontes do carvacrol: Origanum vuigare (orégano) e
Thymus vulgaris (tomilho).

Tabela 3-Ocorréncia e abundancia de carvacrol em diferentes plantas (Burt, 2004; De Vincenzi et al.,

2004; Rai et al., 2017).

Planta
Abundancia em
Partes
Nome cientifico Nome comum carvacrol (%)
especificas
Origanum vulgare Folhas Vestigial — 80
Orégano
0. dictammus - 58,8 - 82,3
Thymus vulgaris Tomilho Folhas 2-11
Segurelha-das-
Satureja montana - 30 -40

montanhas

O carvacrol tem como formula quimica C1H:.0, é altamente lipofilico, soltvel em tetracloreto de
carbono, etanol, éter dietilico, acetona e insoltvel em agua (Alagawany, 2015), como todos os compostos

pertencentes a mesma classe, os terpenos.

O carvacrol € um componente significativo dos OEs e recentemente tem atraido atencdo como
resultado das suas propriedades biologicas, pela sua atividade antimicrobiana. Além desta atividade
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apresenta ainda propriedades antioxidantes,

anti-inflamatorias,

antibacterianas, antifungicas,

anticancerigenas, entre outras, como as representadas na Figura 12 (Alagawany, 2015).

Atividade analggsica

Efeitos anti-inflamatdrios

Efeitos anticancerigenos

Efeitos contra a Doenca de
Alzheimer

Atividade antioxidante e limpeza
de radicais livres

Atividade anti-agregadora de
plaquetas

Atividade anti-obesidade

Efeito hepatoprotetivo

N 4

[0)
Carvacrol

7/ N

Atividade antiviral

Atividade antimicrobiana

Aumenta a utilizacao de
nutrientes

Aumenta o metabolismo e a
digestao

Promotor de producao e de
crescimento

Efeitos antipasmaodico

Efeito imunomodulatrio

Atividade antifungica e
antiséptica

Figura 12-Propriedades do carvacrol, adaptado de (Alagawany, 2015).

1.4.1. Mecanismo de acao do carvacrol

Como descrito na figura anterior, Figura 13, o carvacrol tem diversas propriedades que lhe

conferem varias atividades importantes.

Compostos hidrofobicos, como o carvacrol, tém influéncia nas membranas biologicas, através de duas

principais funcdes: funcdo de barreira e transducdo de energia, que permite a membrana formar

gradientes de ides que levam a diversos processos, como, por exemplo, a formacao de uma matriz para

as proteinas embutidas na membrana (Ultee ef a/, 1999). A caracteristica de hidrofobicidade permite a

interacdo com a membrana celular fungica que interfere com a sua integridade, uma vez que interage

com o ergosterol, permitindo uma maior permeabilidade, que por fim podera causar a morte do micélio

(Lima et al, 2013; Nébrega et a/, 2019). Estudos mostram que o carvacrol em comparacdo com 0

eugenol e o timol demonstra maior atividade antifungica (Moussa et a/., 2020).
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Atividade antibacteriana

Carvacrol consegue inibir o crescimento do biofilme pré-formado e interferir na formacao do
biofilme em superficies de aco inoxidavel, porque através da sua natureza anfipatica, teorizou-se que a
hidrofilia relativa pode permitir a difus@o do carvacrol através da matriz polissacaridea polar dos biofilmes,
enquanto que as propriedades hidrofébicas do carvacrol podem levar a interacdes especificas com a
membrana bacteriana com efeitos consideraveis na estrutura e nas propriedades funcionais de forma a

levar a perda da sua integridade (Suntres ef al,, 2015).

O carvacrol consegue desintegrar a membrana externa das bactérias através da libertacéo de
LPS, aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmatica a ATP, e, consequentemente, aumenta
a fluidez da membrana, pois dissolve a bicamada fosfolipidica e assume lugar entre os acidos gordos
(Lima etal, 2013). Este composto conduz ainda a uma diminuicao do potencial da membrana sugerindo
gue a membrana se tornou mais permeavel a protdes e a analise do potassio intracelular e extracelular
revela que existe um aumento da permeabilidade da membrana celular a K-+, sendo este iao importante
na ativacao de enzimas citoplasmaticas, na manutencao da pressao de turgescéncia e numa possivel
regulacao do pH citoplasmatico. O efluxo de ides de potassio é a primeira indicacao de danos na bactéria
que é provocada por influéncia na sintese de DNA e ainda na reducdo de atividades metabolicas e
processos celulares, pois estes causam diminuicao da viabilidade celular. Uma perda da integridade da
membrana é devida a um disturbio das interacdes hidrofébicas entre lipidos e proteinas, fator importante
guando consideramos a atividade de compostos tdxicos. O carvacrol interage com as membranas de 5.
cereus através da mudanca da permeabilidade a catides, como H+ e K, e a dissipacédo de gradientes de
ides leva a um emparelhamento do processo essencial na célula que conduz & morte celular (Ultee et

al., 1999).

Atividade antioxidante

Radicais livres e espécies intermediarias reativas de oxigénio sao geradas durante o metabolismo
normal das células. Quando estes sdo acumulados excessivamente levam a danos nos tecidos e na
provacao de varias funcdes celulares. O carvacrol ao atuar como antioxidante natural, protege a célula
dos ROS, atuando na reducao da peroxidacao lipidica que leva a destruicao oxidativa das membranas
celulares, e ainda no aumento de metabolitos toxicos levando consequentemente a apoptose (Azirak &

Rencuzogullari, 2008). Alguns estudos afirmam que o grupo OH ligado ao anel pode ser a razdo da
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elevada atividade antioxidante do carvacrol, quer /n vivo, quer /in vitro (Guimaraes et al., 2010). A reacéo
do carvacrol com o radical livre é facilitada pelo seu carater de acido fraco, pois cede atomos de H aos
eletrées desemparelhados, produzindo outro radical estabilizado pela dispersao eletrénica, gerando uma

estrutura de ressonancia para a molécula (Alagawany, 2015).

Atividade analgésica

As propriedades analgésicas do carvacrol mediadas pela inibicdo de mediadores periféricos, bem
como mecanismos inibitorios centrais, podem estar relacionados a sua forte atividade antioxidante; foram
demonstrados em varios outros modelos de algesia /7 vivo, onde o pré-tratamento de ratos-domésticos
com o carvacrol foi eficaz no alivio da dor contra contorcdes e alongamentos induzidos pelo acido acético,
e ainda nas fases neurogénicas e inflamatérias da dor induzida pela formalina. Carvacrol diminui a
peroxidacdo dos lipossomas fosfolipidicos na presenca de ferro Ill e ascorbato, pelo facto ser um bom
sequestrador de radicais peroxilo, gerados pela radiolise de pulso, que inibe a oxidacado de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), de maneira dependente da concentracdo num sistema 7 vifro usando células

endoteliais da aorta humana para mediar a oxidacdo das LDL (Suntres et a/, 2015).

Atividade anticancerigena e antiplaquetaria

Ha estudos que demonstram o efeito do carvacrol como anticancerigeno e antiplaquetario /n vivo
e /n vitro durante carcinoma de células hepaticas, tumores pulmonares e carcinogénese quimicamente
induzida. A suplementacdo com carvacrol também aponta para a inducdo da fragmentacdo de DNA
genomico e da expressdo genética de enzimas como caspase 3, 6 ou 9. Ainda, induz a regulacao de

genes da apoptose no cancro da mama humano na linha celular MCF-7 (Alagawany, 2015).

Os efeitos anti proliferativos em linhas de cancro da mama humano metastatico e em linhas de
cancro de pulmao humano sdo demonstrados pela inducado da apoptose pelo carvacrol associado a
mudancas, como diminuicdes do potencial da membrana, libertacdo do citocromo C pela mitocéndria,
ativacdo da caspase e ainda clivagem de PARP (polimerase poli (ADP-ribose)) e irregularidades no

formato (Suntres et al,, 2015).
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Atividade anti-inflamatoria

O carvacrol mostra atividade anti-inflamatdria devida a supressao da expressao da cicloxigenase
2 (COX-2), enzima que limita a relacao na biossintese de prostaglandinas, desempenhando um papel
fundamental na inflamacéo, dor e homeostase circulatoria, inibindo a ativacdo dos recetores ativados
pelo proliferador de peroxissoma (PPAR) a e v, a inibicao da producao e as acoes do dxido nitrico (Suntres

etal, 2015).
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1.5. Polifendis oxidases

As polifendis oxidases (PPOs) estdo largamente distribuidas na flora mundial, nos microbios e em
tecidos animais, e representam uma grande familia de enzimas que contém cobre (Cu), com dois locais

de ligacao para substratos fendlicos (Dwivedi, 2013).

As PPOs podem ser encontradas em diversos seres vivos como nos animais, como é o caso do
camarao, da lagosta, dos caranguejos e ainda, nos humanos e nos ratos. E também encontrada em
diversos fungos como Pycrioporous spp., Aspergillus niger, Pycnoporous saguineus e Aspergillus spp.
Nas bactérias, podem ser vistas no caso de Bacillus spp., Thermus spp., Streptomycetes spp. e
Thermoactinomyces spp. Nas plantas, as PPOs sdo encontradas nas macas, nas bananas, nos péssegos,
no tubérculo da batata, nas sementes das favas e ainda em Helianthus tubrosus, Pyrus communis e

Crocus salivs (Dwivedi, 2013).

O papel fisiologico destas enzimas inclui a formacdo de pigmentos, a remocao do oxigénio
molecular presente nos cloroplastos, a participacdo no sistema de defesa nas plantas, e ainda, no

enraizamento induzido por feridas e na sua cicatrizacdo (Dwivedi, 2013).

Estao ainda presentes em reacdes de escurecimento oxidativo de alimentos causando deterioracéo da
qualidade dos alimentos, através da alteracdo das propriedades nutricionais e organoléticas (Dwivedi,
2013), sendo que estas reacdes diminuem a aceitacdo dos alimentos por parte do consumidor, e ainda

a sua validade e valor.

Diferentes tipos de PPOs podem ser consideradas de acordo com a sua habilidade de oxidar

diferentes tipos de compostos fenolicos.

Um tipo de PPOs é a tirosinase, que pode ser encontrada em animais, como os humanos, sendo
importante para o cabelo, para a pele e para a pigmentacdo dos olhos, devido a sua influéncia na via
biossintética da melanina, presente no Esquema 1. Um segundo tipo é conhecido como polifenolase ou
catecolase, e sao encontradas em plantas como as macas, péssegos, no tabaco e em folhas de cha, e,
ainda, nos cogumelos, e sao caraterizadas por catalisar dois tipos de reacdes, uma que envolve a
hidroxilacdo do monofenol, que da origem a um difenol, e outra que envolve a remocéao de hidrogénio do

difenol que sera doado a quinona (Dwivedi, 2013).
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MOH Tirosinase WOH Tlrosmase
120, > 20,0 NH
NH, lento NH, rapido 2

L-Tirosina L-DOPA Dopaquinona
rapido
~~--III|P\<
0 0 OH 0
Dopacroma Acido (9)-5,6-di-hidroxindolina-2-carboxilico
OH NH OH
2,3,5,6-tetra-hidro-1 Aindole-5,6-diol Acido 5,6~ d| h|dro><| 2,3,5,6-tetrahidro-1 Aindole-2-carboxilico

Melanina

Esquema 1-Via sintética da melanina, adaptado de (Murray, 2016).

A PPO realiza a o-hidroxilacdo de monofendis, caraterizada pela atividade da monofenolase e a
oxidacdo de difendis em o-quinonas, é caraterizada pela atividade da difenolase, sendo o oxigénio o

oxidante primario, representado no Esquema 2.

A atividade da monofenolase é também conhecida como hidroxilase ou cresolase e é sempre
acoplada a atividade da difenolase, também conhecida como catecolase ou oxidase. Esta ultima nao é

sempre precedida da monofenolase (Dwivedi, 2013).

OH H
02; BH2 H20,B 0
R Atividade da monofenolase
Monofenol R o-difenol OH
OH 2 H,0 0
Atividade da difenolase
R - OH ~
o-difenol o-quinona

Esquema 2-Atividades das PPOs, adaptado de (Dwivedi, 2013).

Neste trabalho o foco foi a tirosinase, mais propriamente na inibicao da atividade da difenolase,

de modo a avaliar a capacidade de diferentes compostos para a atuacdo como potenciais novos
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inibidores, naturais ou de origem natural, para serem integrados na matriz dos alimentos, permitindo

diminuir o escurecimento oxidativo provocado pela tirosinase.

1.5.1. Tirosinase
A tirosinase, monofenol monooxigenase (E.C. 1.14.18.1), ¢ uma proteina
heterotetramerica binuclear tipo I, que contém atomos de cobre no seu local de ligacao, como
demonstrado na Figura 13 (Murray, 2016). O par de ides de cobre no local ativo da enzima promove a

interacdo com ambos 0s oxigénios moleculares e com a estrutura fendlica, Figura 14 (Seo et al, 2003).

Figura 13-Estrutura da tirosinase obtida através da PDB.

Figura 14-Ligacdo dos atomos de cobre aos residuos de histidina.

A tirosinase apresenta quatro estruturas conformacionais dependendo do estado de oxidacéo
dos ides de Cu, denominadas por £met, Edeoxy, Foxy e Edeact (Murray, 2016), demonstradas no
Esquema 3. A formacao £met, relembrando a via de sintese da melanina, representada no Esquema 1,

catalisa a oxidacao da L-DOPA a dopaquinona (Murray, 2016).
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OH R
/Oi Ou/©i
R OH HO OH
R

0 & OH
Y 0

Edeact

Esquema 3-Diferentes estruturas conformacionais do local ativo da tirosinase, adaptado de
(Murray, 2016).

1.5.1.1. Escurecimento enzimatico
O escurecimento enzimatico resulta da acdo de um grupo de enzimas, nomeadamente a
tirosinase, tendo lugar quando, na presenca de oxigénio, a tirosinase e seus substratos fenolicos séo
misturados, apos escovagem, descamacao e operacdes de britagem, que levam a rutura da estrutura

celular (Loizzo et al,, 2012).

Este acontecimento representa um dos maiores problemas da industria alimentar, pois o
escurecimento dos alimentos leva a diminuicdo da sua vida util, a ndo aceitacao do produto por parte do

consumidor, levando a diminuicao do seu valor no mercado (Dwivedi, 2013).

A tirosinase contém uma elevada afinidade para os isémeros L dos substratos, como é o exemplo
da L-DOPA, também conhecida como levodopa, com nome IUPAC, acido (S)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)

propanoico, representada na Figura 15 (Loizzo et a/,, 2012).

OH
OH

NH,
OH

Figura 15-Estrutura quimica da L-DOPA.
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Durante o processo de escurecimento, a o-quinona pode ser convertida em pigmentos de
melanina escuros, através de uma série de reacdes enzimaticas e nao enzimaticas. As o-quinonas sao
poderosos eletrofilos, podendo nucleofilicamente ser atacadas por uma molécula de agua, outros

polifendis, aminoacidos, péptidos e proteinas, levando a uma adicao de Michael.

Uma adicao de Michael consiste na adicao nucleofilica de um carboanidao ou outro nucledfilo a

um composto carbonilo alfa, que se encontra beta instaurado, representado no esquema da Figura 16.

Rll

Rl!
Base
— R
R/\RI + (

Figura 16-Adicdo de Michael.

As extremidades R e R’ sdo dadores de Michael e estao presentes no nucledfilo e funcionam
como grupos retiradores de eletrdes, fazendo com que o H acidico forme um carboanido em resultado
da reacao com a base. O substituinte no alceno ativado é também chamado de aceitador de Michael

(Mather et al., 20006).

1.5.1.1.1. Inibidores da atividade da tirosinase
Para combater o escurecimento enzimatico, a industria alimentar tem utilizado diferentes
técnicas convencionais, como 0 uso da autoclave e métodos de brangueamento, mas estas técnicas
causam perdas de valor nutricional dos alimentos. Outra abordagem testada foi 0 uso da energia de
microondas, mas devido ao gradiente de temperatura gerado, causa danos aos alimentos, mais

propriamente ao cogumelo, elemento testado no estudo de Devece (Devece ef a/, 1999).

Usualmente para combater a degradacao de alimentos, a industria alimentar adiciona a matriz
alimentar, aditivos, que consistem em substancias que tém como propdsito manter ou modificar o sabor
dos alimentos, melhorar a sua aparéncia, através da inibicao do escurecimento enzimatico, e ainda,
prolongar o seu tempo de conservacdo. Muitas categorias de aditivos alimentares podem ser
consideradas como acidulantes, regulares de acidez, antioxidantes, agentes espessantes, corantes e

conservantes, emulsificantes, de entre muitos outros (Silva & Lidon, 2016).
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Contudo, estes aditivos diminuem o valor nutricional dos alimentos, e portanto, ha uma busca
constante por inibidores da atividade da tirosinase de origem natural, pois estes sao livres de quaisquer

efeitos colaterais prejudiciais para o consumidor (Seo et al,, 2003).

Varios estudos demonstram que extratos metanolicos de plantas, como os obtidos das flores
Magnolia denudata e a M. denudata var purpurascens apresentam atividade inibitoria da tirosinase,

representando valores ICs de 3,34 e 10,55 mg/mL (Loizzo et a/., 2012).

Exemplos destes efeitos sao os demonstrados no estudo de Seo em que a partir de plantas
superiores diversos inibidores podem ser considerados, como os polifendis, aldeidos e outros derivados

(Seo et al., 2003).

Os flavonoides inibem a acdo da tirosinase devido a sua capacidade de quelatar o cobre presente
no sitio ativo da tirosinase, mas esta situacao apenas é aplicavel quando o grupo 3-hidroxilo esta livre.
Outros compostos, como por exemplo a luteolina 4'-Gglucésido e a luteolina 7-Oglucosido mesmo sem

apresentarem o grupo 3-OH, apresentam atividade inibitéria da acdo da tirosinase (Seo ef a/,, 2003).

Compostos como os aldeidos e outros derivados, por exemplo, o franscinamaldeido e o
cuminaldeido, o grupo aldeido reage com os grupos nucleofilicos biologicos, como o sulfidril, amino e
grupos hidroxilo, promovendo a formacéo de uma base de Schiff com o grupo amina primario da enzima

tirosinase (Kubo & Kinst-Hori, 1998).
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Capitulo 2 — Materiais e Métodos
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2.1. Reagentes

O dimetilsulféxido (DMSO) foi obtido da empresa Enzymatic e a gentamicina foi adquirida da
Sigma, dissolvida em agua para obter as concentracdes pretendidas ao estudo. O meio de cultura

utilizado foi o Muller-Huiton tendo sido adquirido da empresa Sigma.

Para o estudo da inibicao da tirosinase foram adquiridos os reagentes necessarios a partir da
empresa Sigma. A enzima polifenol oxidase foi obtida a partir de cogumelos Agaricus bisporus., o

substrato utilizado foi a L-DOPA, e o inibidor de referéncia foi o acido kajico.

2.2. Determinacao da atividade antimicrobiana

2.2.1. Preparacao dos microrganismos

Os microrganismos, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e a
Salmonella typhi ATCC 3076, bactérias Gram-negativas, Staphylococcus aureus ATCC 25623, bactéria
Gram-positiva e um fungo diploide Candida albicans ATCC 18804, foram colocados em crescimento na

estufa a 37°C, durante 5 dias, em placas de petri.

De modo a obter uma suspensao bacteriana, inoculou-se cada um dos microrganismos em meio
de cultura Muller-Huiton. Para cada ensaio mediu-se a absorbancia das suspensdes a 600 nm, para

obter um CFU/mL entre 1x10 7a 1x10 =.

2.2.2. Preparacao dos compostos

2.2.2.1.  Obtencao dos compostos
O grupo de investigacao da Universidade do Minho sintetizou diferentes compostos derivados de
eugenol 1 (compostos 2-17), designadamente dez CGtalquilados, cinco dos quais contém o anel de
oxirano (compostos 8-12), para além do oxirano diretamente obtido do eugenol (composto 7); e cinco
amino alcoois (13-17). Foi sintetizado o analogo 19 a partir da 6-hidroxi-2-fenilcromen-4-ona. O derivado

Calquilado do carvacrol 20 foi também obtido.

As estruturas de todos os compostos referidos sdo apresentadas na Tabela 4 (Fernandes et af,
2020; Natal et a/, n.d.; Pinto ef a/, n.d.) e foram utilizados nos testes de atividade biolégica efetuados

ao longo deste trabalho.
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Tabela 4-Nomenclatura dos compostos testados.

Ref. Nome do composto Estrutura Férmula quimica
1 EUgenOl \/\@ CioH::0:
OH
2 4-Alil-2-metoxi-1-propoxibenzeno \/\@ C1:Hi0:
O/\/
3 4-Alil-1-(3-cloropropoxi)-2-metoxibenzeno \/\@ CiHirCIO:
4 3-(4-Alil-2-metoxifenoxi) propan-1-ol \/\@ C1:H1:0s
5 Acetato de 3-(4-alil-2-metoxifenoxi) propilo \/\@ CisH0s
MAe®
6 4-(4-Alil-2-metoxifenoxi) butanoato de etilo o/\/\ﬂ/ov CisHz20s
0
N
7 2-Metoxi-4-(oxiran-2-ilmetil) fenol Ob/\@ C1oH:0s
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10

11

12

13

14

15

2-(3-Metoxi-4-propoxibenzil) oxirano

2-(4-(3-Cloropropoxi)-3-metoxibenzil) oxirano

3-(2-Metoxi-4-(oxiran-2-ilmetil) fenoxi) propan-1-ol

Acetato de 3-(2-metoxi-4-(oxiran-2-ilmetil) fenoxi) propilo

4-(2-Metoxi- 4-(oxiran-2-ilmetil) fenoxi) butanoato de etilo

4-(3-(ferc-Butilamino)-2-hidroxipropil)-2-metoxifenol

4-(2-hidroxi-3-((2-metiloctil) amino)propil)-2-metoxifenol

4-(2-hidroxi-3-(fenilamino) propil)-2-metoxifenol

56

C13H 1803

Ci:HuClOs

CisHi04

C15H2005

C16H2205

CI4H23N03

C19H33NO3

CisHuNO:



16

17

18

19

20

4-(2-Hidroxi-3-((3-metoxifenil) amino) propil)-2-metoxifenol

4-((2-Hidroxi-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propil)amino)

benzonitrilo

6-Hidroxi-2-fenilcroman-4-ona (reagente comercial)

1-(5-(3-Cloropropoxi)-2-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona

3-(5-Isopropil-2-metilfenoxi)propan-1-ol

CiyHaNO.

C17H18N203

C15H1203

C18H17C|O3

C13H2002
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O composto 1, eugenol, o 4-alil-2-metoxifenol, foi extraido por hidrodestilacdo do cravinho-da-
india (Syzygium aromaticum), com elevada pureza (= 98%), obtendo-se um 6leo de cor branca, com um

rendimento de 14% (Fernandes et a/,, 2020).

Os compostos 2, 4-alil-2-metoxi-1-propoxibenzeno, o 3, 4-alil-1-(3-cloropropoxi)-2-metoxibenzeno,
0 4, 3-(4-alil-2-metoxifenoxi) propan-1-ol, o 6, 4-(4-alil-2-metoxifenoxi) butanoato de etilo, foram obtidos
através da reacdo do composto 1 (eugenol) com o 1-bromopropano, 1-bromo-3-cloro-propano, 3-bromo-
propan-1-ol, 4-bromobutirato de etilo, respetivamente, obtendo um éleo de cor amarela clara, para os
primeiros trés e para o ultimo um o6leo incolor, com rendimentos entre 53% e 89% (Fernandes ef a/.,

2020).

A reacado do composto 4 com anidrido acético resultou no composto 5, acetato de 3-(4-alil-2-metoxifenoxi)

propilo, um 6leo amarelo-claro, com rendimento de 84%.

O composto 8 foi obtido a partir da reacdo do 2 com o acido /mperclorobenzoico, na forma de um dleo

amarelo, com um rendimento de 7%.

A reacdo dos compostos 3, 4, 5 e 6, com o acido s7cloroperbenzéico resultou nos compostos 9, 10, 11 e
12, respetivamente, como 6leo amarelos, com rendimentos parao 9 e parao 11 de 67%, parao 10 de 57%

e para o composto 12 um rendimento de 13% (Fernandes et a/., 2020).

O composto 7 foi obtido da reacdo do eugenol 1 em diclorometano com acido

perclorobenzoico, tendo sido originado um 6leo amarelo-escuro, num rendimento de 48%.

A partir do oxirano 7 foram obtidos os compostos 13, 14, 15, 16 ¢ 17. O composto 13, com
rendimento de 42%, um 6leo de cor laranja, foi obtido através da reacdo do 2-metilpropan-2-amino com
o composto 7. A reacdo do 7 com octa-2-amina resultou num o6leo acastanhado, com um rendimento
de 59%, o composto 14. O composto 15 foi obtido através da reacdo do 7 com a anilina, resultando
num oleo amarelo, com um rendimento de 36%. O composto 7 reagiu também com a 3-metoxianilina
originando o composto 16, um éleo de cor tendo sido obtido o composto 17, um 6leo amarelo-escuro,

com um rendimento de 9% (Pinto et al., n.d.).

O compostos 1-(5-(3-cloropropoxi)-2-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona 19 foi obtido através da
reacdo da 6-hidroxiflavanona, designacao convencional de 6-hidroxi-2-fenilcroman-4-ona 18, reagente
comercial, com 1-bromo-3-cloropropano em meio basico e temperatura ambiente (t.a.), usando hidroxido

de césio e iodeto de tetrabutilamonio (TBAI), em acetonitrilo, contendo peneiros moleculares (PMs).
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0 composto 20 foi obtido da reacao do carvacrol, 5-isopropil-2-metilfenol, com o 3-bromopropan-

1-ol, e surgiu na forma de um o¢leo incolor, com um rendimento de 8% (Natal ef a/, n.d.).

2.2.3. Determinacéo da MIC

A determinacao da MIC foi realizada através do Método de Microdiluicdes numa placa de 96
pocos. Cada poco continha um volume total de 100 L, sendo que na primeira coluna (A) continha o
controlo negativo, na segunda coluna (B) o controlo positivo e na terceira (C) o controlo veiculo. As

colunas D-F continham as concentracdes analiticas dos compostos de 800, 400, 200, 100, 50 e 25 pM.

Apos inoculacao a placa foi incubada a 37°C durante 24 horas. Os valores de MIC foram obtidos
através da analise visual do crescimento microbiano, sendo a MIC determinada pela mais baixa

concentracao de compostos testados capaz de minimizar o crescimento bacteriano.

2.3. Avaliacao da inibicao da atividade da tirosinase

2.3.1. Preparacdo dos reagentes

Para o estudo da inibicao da atividade da tirosinase, foi adquirida a enzima polifenol oxidase,
tendo sido preparada em HBSS (50 000 U/mL). O substrato L-DOPA (20 mM) e o acido kojico (35 mM),

inibidor de referéncia, foram preparados em agua.

2.3.2. Ensaio da atividade inibitoria da tirosinase

Para o estudo da atividade inibitéria da tirosinase, utilizou-se o0 método de Suganya, com algumas
modificacoes (Suganya ef a/, 2015). A 40 uL de polifenol oxidase (250 U/mL), enzima usada neste
ensaio, foi adicionado 40 uL de cada composto (800 uM), numa placa de 96 pocos. A mistura resultante
foi incubada a 37°C durante 10 minutos. Apds a incubacao, 40 uL de L-DOPA (5 mM, para a atividade
da difenolase) foram adicionados juntamente com 80 uL de HBSS (pH=6.8), a cada poco da placa. A
placa foi lida a 475 nm usando um leitor de ELISA durante 3 horas, a intervalos de 10 min. HBSS foi

usado como controlo negativo e o acido kdjico (280 uM) foi usado como controlo positivo.
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A inibicao de cada ensaio enzimatico foi calculada através da seguinte formula:

(AbSControlo negativo Absamostra) % 100

% Inibicdo =
AbSControlo negativo

Cada procedimento foi realizado trés vezes em triplicado (n=3).

2.4. Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilks e os “outliers” recorrendo ao teste
de Grubb’s. A comparacao entre tratamentos e controlos foi feita recorrendo ao teste ANOVA. Todas as

experiéncias foram executadas pelo menos 3 vezes, em ftriplicado.
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Capitulo 3 — Discussao de resultados
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3.1. Compostos estudados nos ensaios bioldgicos

Os compostos testados ao longo deste trabalho sdo apresentados nos Esquemas 4-7.

No Esquema 4 surge o eugenol 1, os derivados C-alquilados 2, 3, 4, 5 e 6 € 0s oxiranos 8, 9,

10, 11 e 12 correspondentes, assim como o oxirano do eugenol 7.

Cs,CO3 Br(CH3)R

/\/
2 0
3 O/\/\Cl

OH ACN
1 T=65C

mCPBAl DCM, t.a.

(N
L
OH

7

R=H, Cl, OH, CO,Et

a0

T=65C

N 0 o

l Anidrido acético

m-CPBA
DCM, t.a.

Esquema 4-Sintese dos derivados (alquilados e oxiranos do eugenol 2-12.

No Esquema 5 surgem os derivados do eugenol 1 resultantes da reacédo de abertura do anel de

oxirano com aminas alifaticas (13 e 14) e aromaticas sem ou com substituintes no anel aromatico (15,

16¢e17).
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OCH3-CgH4-NH,

mCPBA

O
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L
NQO/

o
N

.0
—It|0 OH
H,0, EtOH (2:1), 14
RNH 0
, T = 50°C _’Hojijl/j)?H
0
HO 160H H
0
" Ho 170"' i

Esquema 5-Derivados do eugenol 14-17 resultantes do oxirano 7 e diferentes aminas.

No Esquema 6 surge a sintese do composto 19 por reacao do composto 18 com 1-bromo-3-

cloropropano em meio basico.

O
OH
O + Br(CH2)3C|
()

18

CsOH, TBAI

ACN, PMs, t.a.

Esquema 6-Sintese do composto 19.

No Esquema 7 surge o composto 20 resultante da CGalquilacdo do carvacrol, 5-isopropil-2-

CSZCO3 ) Br-(CH2)3-OH
ACN, T=65°C  HO™ "0

20

metilfenol.

HO
Carvacrol

Esquema 7-Reacdo de (talquilacdo do carvacrol.
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3.2. Atividade antimicrobiana

Como demonstrado na Tabela 5, é aparente a existéncia de uma relacédo estrutura-atividade no

que diz respeito a atividade antimicrobiana dos compostos testados.

Os compostos que apresentam atividade antimicrobiana sao o eugenol 1 e os seus derivados ¢
alquilados e oxiranos, como 0s compostos 2 e 12, bem como o oxirano 7 e 0s seus derivados com

diferentes aminas, os compostos 13, 14, 15 ¢ 16.

Particularmente, o composto 1 apresenta atividade contra a £. coli S. aureus e C. albicans a
uma concentracao de 100 uM, e para a P. aeruginosae S. typhi apresenta atividade a uma concentracéo

de 800 pM.

A uma concentracao de 200 uM, o composto 7, apresenta atividade contra C. albicans, o 15
contra £. colie C. albicans. O crescimento da Escherichia colitambém ¢é inibido a uma concentracao de

200 uM pelos compostos 13, 14 ¢ 16.

Os compostos 2 e 12 também apresentam atividade contra S. aureus e C. albicans a uma

concentracao de 800 uM.

Do ponto de vista da relacao estrutura-atividade, o composto 1 apresenta atividade
antimicrobiana, sendo que esta podera dever-se ao grupo OH fenolico presente na sua estrutura, como
descrito anteriormente. Esta situacdo também é visivel nos compostos 7, 13, 14 e 16, que tém também
na sua estrutura um grupo OH fendlico. Esta atividade devida ao OH fenolico podera resultar da ligacao

dos compostos em questao a proteinas impedindo a acdo de enzimas (Marchese et al., 2017).

Como se verifica pela analise dos esquemas, existem outros compostos estudados com
carateristicas estruturais analogas, mas nos quais o grupo OH fendlico esta alquilado, e que ndo
apresentam atividade antimicrobiana, o que podera estar relacionado com a auséncia do grupo OH

fendlico livre, como é o caso dos compostos de 8, 9, 10, 11.

Os compostos 13, 14 e 16 apresentam na sua estrutura um grupo com nitrogénio. A presenca
deste grupo pode promover a retirada de eletrdes e, diretamente, a reacao com ligacdes duplas
substituidas com outros grupos de retirada de eletrdes, promovendo a producdo de ROS pelos compostos
aromaticos levando a uma disrupcdo da membrana (Olea et al., 2019). A atividade do composto 16
podera estar relacionada ndo apenas com o OH fenolico, mas também pela presenca de um grupo fenilo

substituido, bem como de um grupo com nitrogénio.
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O composto 2, apresenta um carater de fenilpropanoide, que lhe confere um carater lipofilico,
podendo, assim, danificar a célula bacteriana ao penetrar a membrana lipidica (Triana et a/, 2019),

provavelmente a razao pela qual este composto apresenta atividade antimicrobiana relevante.

0 composto 12, torna-se a excecao a estas percecdes, pois nao apresenta um grupo OH fenolico,
nem carateristicas de fenilpropanoide, no entanto, apresenta uma atividade antimicrobiana relevante
para S. aureuse C. albicans, podendo dever-se a presenca de um maior numero de carbonos envolvidos

na sua cadeia alifatica com propriedade éster.

O composto 18 é um reagente comercial e 0 19 é o composto que advém da reacao do 18
com 1-bromo-3-cloropropano. Estes compostos ndo apresentam atividade antimicrobiana, podendo isto
dever-se a auséncia de carateristicas de fenilpropandide, apesar de na sua estrutura estar presente um
grupo OH fendlico livre. Além disso, a presenca de um halogénio terminal, o cloro, no composto 19 pode

estar envolvido na inatividade antibacteriana deste composto.

O composto 20 ¢ sintetizado através da reacdo do carvacrol com o 3-bromopropan-1-ol. O
carvacrol apresenta atividade antibacteriana devido a presenca de um grupo OH fendlico na sua estrutura
e de um sistema deslocalizado de eletrdes, que promove uma diminuicdo da variacao de pH, resultando
na auséncia de uma forca motriz de protdes e, consequentemente, na interrupcdo da sintese de ATP. A
diminuicdo de ATP leva a um comprometimento de alguns processos essenciais na célula, podendo
finalmente levar a morte celular (Ultee et a/., 2002). Neste caso, o composto 20 nao apresenta um grupo

OH fendlico o que podera ser a razao pela qual este composto ndo apresenta atividade antimicrobiana.

Em geral, a relacdo estrutura-atividade, isto é, a presenca de um grupo OH fendlico e
carateristicas de fenilpropanoide, esta relacionada com a atividade antimicrobiana, mas como descrito
anteriormente existem algumas excecdes a esta relacdo, podendo dever-se a diferentes carateristicas
estruturais dos compostos em questdo. Portanto, ndo se pode afirmar com certeza que a atividade
antimicrobiana dos compostos estudados se deve a presenca de um grupo OH fendlico ou a carateristicas

de fenilpropandide.
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Tabela 5-Conclusao da MIC dos compostos testados (uM).

Microrganismos

Gram negativa Gram positiva Fungo
Compostos
Pseudomonas Staphylococcus
Escherichia coli _ Salmonella typhi Candlida albicans
aeruginosa aureus
1 100 800 800 100 100
2 >800 >800 >800 800 800
3 >800 >800 >800 >800 >800
4 >800 >800 >800 >800 >800
5 >800 >800 >800 >800 >800
6 >800 >800 >800 >800 >800
7 >800 >800 >800 >800 200
8 >800 >800 >800 >800 >800
9 >800 >800 >800 >800 >800
10 >800 >800 >800 >800 >800
11 >800 >800 >800 >800 >800
12 >800 >800 >800 800 800
13 200 >800 >800 >800 >800
14 200 >800 >800 >800 800
15 200 >800 >800 >800 200
16 200 >800 >800 >800 >800
17 >800 >800 >800 >800 >800
18 >800 >800 >800 >800 >800
19 >800 >800 >800 >800 >800
20 >800 >800 >800 >800 >800
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3.3. Atividade inibitoria da tirosinase

De entre os compostos apresentados na Tabela 5, 18 compostos foram testados de modo a se

perceber quais podiam ter atividade inibitoria da acao da tirosinase.

Um composto pode ser considerado um inibidor da atividade da tirosinase dependendo de
diferentes tipos de mecanismos, como por exemplo, através da acao como agentes redutores que
causam reducao quimica da dopaquinona a dopa, que evita a formacao de dopacroma e melanina;
através de eliminadores de o-dopaquinona; por inativadores de enzimas nao especificos que desnaturam
a enzima; inativadores especificos que podem ser catalisados pela tirosinase, e consequentemente,
formam uma ligacao covalente com a enzima, inativando-a irreversivelmente durante a reacao catalitica;
e ainda, inibidores especificos da tirosinase que se ligam reversivelmente e reduzem a sua capacidade
catalitica. De todos estes mecanismos 0s mais usuais sdo 0s inibidores especificos que podem reversivel
ou irreversivelmente ligar-se a tirosinase e reduzem a sua capacidade catalitica (Chang, 2009), sendo
considerados “verdadeiros inibidores”. O acido kojico, representado na Figura 17, & um dos inibidores
da tirosinase mais estudados, usado como agente de clareamento a pele e como aditivo alimentar para

prevenir o escurecimento enzimatico (Chen ef a/, 1991).

HO
/ 0

P~ OH
0

Figura 17-Estrutura quimica do acido kdjico.

O acido kojico tem a habilidade de quelatar o cobre no local ativo da tirosinase, e é reportado como um
inibidor de ligacao lenta da atividade da difenolase da tirosinase (Cabanes ef a/., 1994), atividade esta

estudada neste trabalho.

Neste trabalho foi estudado a acdo de diversos compostos, eugenol e 0s seus derivados, bem
como um derivado do carvacrol, na inibicao da atividade da difenolase da tirosinase. Para tal foi utilizado
como controlo positivo o0 acido kojico, sendo este um inibidor de referéncia da atividade da tirosinase. A
concentracao a qual o acido kojico inibe a atividade da tirosinase € 280 uM, o que é concordante com o
ICs encontrado na bibliografia (Cui ef a/, 2018; Saghaie ef al., 2013). Os resultados referentes a esta

atividade dos compostos testados estao presentes na Figura 18.
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Figura 18- Atividade da tirosinase referente aos compostos testados.
Legenda: **- p <0.01; ***- p <0.001.

Pela analise dos resultados podemos constatar que os compostos com atividade mais
significativa na diminuicao da atividade da tirosinase sao os compostos 4, 16 e 17, pois sao aqueles

em que a % de atividade da tirosinase esta semelhante a do acido kdjico, o inibidor de referéncia.

0 composto 4 ¢ ativo na inibicao da atividade da tirosinase, sendo que esta atividade pode dever-
se a presenca de um grupo OH na sua estrutura de fenilpropandide, promovendo um ataque nucleofilico
ao cobre presente no local ativo da tirosinase, e diretamente envolvido na transferéncia de protdes

durante a catalise, impedindo assim a sua atividade (Loizzo et al., 2012; Seo et al., 2003).

Em comparacédo com os outros compostos testados, podemos dizer que a presenca de um OH
terminal na estrutura de fenilpropandide é a razéo pela qual o composto 4 ser o Unico dos derivados &

alquilados e oxiranos do eugenol a ter atividade contra a acéo da tirosinase.

Os compostos 16 e 17 tém na sua estrutura varios grupos OH, o que segundo um estudo com
0 2-hidroxitirosol (2-HT), estrutura representada na Figura 19, o que se apresenta estruturalmente
relacionado com o substrato usado neste estudo, a L-DOPA, o que é plausivel que o 2-HT funcione
competitivamente com o substrato, o que podera levar a inatividade da tirosinase (Uchida ef a/, 2014),
e consequentemente, a nao producao de melanina, estando esta diretamente interligada com o

escurecimento enzimatico.
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HO OH

Figura 19-Estrutura quimica do 2-HT.

Além disso, estes compostos sao os Unicos dos derivados resultantes do oxirano 7 e diferentes
aminas, com atividade o que além da presenca de mais de um grupo OH na estrutura, podera dever-se

a um grupo fenilo substituido.

Em relacdo ao composto obtido da C-alquilacao do carvacrol, o composto 20, e os compostos
18, reagente comercial, e 0 19, composto este obtido a partir do reagente comercial, ndo apresentam
inibicao da atividade da tirosinase, devido a presenca de apenas um grupo OH na sua estrutura, bem

como a nao substituicdo do grupo fenilo.
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Capitulo 4 — Conclusao e perspetivas

futuras
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Os produtos naturais tém vindo a ser usados como conservantes alimentares, como por exemplo
o limao, o sal, o mel, de entre muitos outros, devido aos seus beneficios, como por exemplo as suas

propriedades antimicrobianas e antioxidantes, de entre muitas outras descritas anteriormente.

Assim, o estudo destes produtos naturais tem sido cada vez mais frequente, e em especial neste
trabalho, utilizou-se como produto natural, o cravinho-da-india, mais propriamente o 6leo essencial dele

extraido, sendo um dos seus componentes, o eugenol.

O eugenol, tendo sido alvo ja de diversos estudos, € um forte candidato a ser usado como
conservante alimentar, sendo ja usado como antisséptico na odontologia e na cosmética. Porém, o
estudo de derivados do eugenol nao é tao frequente, e, além disso, podem gerar-se uma basta imensidao

de derivados através de diferentes reacdes quimicas.

Neste caso estudou-se o eugenol e seus derivados (Calquilados e oxiranos, bem como o0s
derivados do oxirano com diferentes aminas, os [3-amino alcoois e estudou-se ainda um derivado do

carvacrol, um reagente comercial e um derivado deste.

Os compostos estudados foram obtidos através de diversos derivados com estruturas quimicas
variadas, designadamente contendo o grupo propoxilo ou outros grupos éter com cadeias alifaticas com
diferentes terminais (grupos OH, CO:Et ou Cl) e/0ou oxiranos, assim como cadeias alifaticas com terminais
amino substituidos com grupos alquilo ou fenilo, com ou sem substituintes, o que & motivo para a

diferenca de atividade entre os diversos compostos testados.

Os compostos estudados ora apresentaram atividade antimicrobiana ora atividade na inibicao da
tirosinase. Por um lado, os compostos que apresentaram atividade antimicrobiana sao o eugenol 1 e
alguns dos seus derivados, como os (Gtalquilados e os oxiranos, tais como os compostos 2 e 12, bem
como o oxirano 7 e os seus derivados com diferentes aminas, os compostos 13, 14, 15, 16. Por outro
lado, os compostos com atividade na inibicdo da tirosinase sdo o derivado Ctalquilado do eugenol o

composto 4, bem como os B-amino alcoois com aminas aromaticas, os compostos 16 e 17.

Os compostos com atividade antimicrobiana atuam como inibidores do crescimento microbiano
e promovem uma diminuicao da acao destes microrganismos no local onde estes se encontram, como
por exemplo nos alimentos. Sendo a acdo destes microrganismos inibida, ocorre um aumento da vida

util dos alimentos, conduzindo ao nao prejuizo da industria alimentar.
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No caso da inibicao da atividade da tirosinase, os compostos com atividade sao os derivados do
eugenol, mais propriamente, os compostos 4, derivado (alquilado do eugenol, e 0s provenientes do
oxirano com diferentes aminas, os compostos 16 e 17. Estes derivados do eugenol apresentam esta

caracteristica devido as suas propriedades quimicas conferidas na sua estrutura.

O composto 4 e o composto 17 ao apresentarem atividade de inibicdo da tirosinase, mesmo nao
apresentando atividade antimicrobiana relevante, podem na mesma vir a ser usados pela industria

alimentar, principalmente na inibicao do escurecimento enzimatico.

A inibicdo da tirosinase promove a inibicdo do escurecimento enzimatico devido a interrupcéo
da producdo da melanina, molécula esta que provoca o aparecimento de manchas escuras nos
alimentos. Dado isto, o uso destes compostos pela industria alimentar € uma hipotese, sendo que estes
compostos seriam inseridos mais propriamente na matriz alimenticia, de modo a diminuir a
apodrecimento dos alimentos, e consequentemente, aumentar a sua vida util dos mesmos, e aumentar
o lucro dos produtores e vendedores, além de provocar uma maior procura, por parte dos consumidores,

por estes alimentos, devido & sua aparéncia de produtos mais frescos.

A conjugacao entre a atividade antimicrobiana e a inibicdo da tirosinase € a ideia ideal de um
conservante alimentar, pois tanto diminui o crescimento e a acdo dos microrganismos, bem como a

atividade da tirosinase, enzima responsavel pelo escurecimento enzimatico.

De entre todos os compostos testados, o composto 16, o 4-(2-hidroxi-3-((3-metoxifenil) amino)
propil)-2-metoxifenol, apresenta tanto atividade antibacteriana, neste caso na inibicdo do crescimento de
Escherichia coli a uma MIC de 200 uM, e ainda, atividade na inibicdo da tirosinase, com cerca duma

diminuicdo de 50% da atividade da difenolase da enzima tirosinase.

Este composto 16, dado as suas carateristicas e a sua atividade torna-se o composto chave
deste trabalho, pois atua tanto como agente antibacteriano, como inibidor da tirosinase. Estas duas
atividades em conjunto sugerem que este composto, o 4-(2-hidroxi-3-((3-metoxifenil) amino) propil)-2-

metoxifenol, pode vir a ser usado como conservante alimentar.

De modo que tanto o composto 16 bem como os outros compostos possam vir a ser usados
pela industria alimentar é necessario proceder a testes na matriz alimenticia, de modo a avaliar estas
atividades e confirmar a inibicao do crescimento de microrganismos bem como a inibicao do

escurecimento enzimatico.
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Além disso, em futuros estudos é necessario testar outros derivados destes compostos mantendo
a mesma tipologia de estrutura, ou seja, os mesmos grupos funcionais, de modo a avaliar a sua atividade
antimicrobiana e, ainda, a inibicdo da atividade da tirosinase, de modo a se poder chegar a uma relacao

estrutura-atividade.

O uso destes compostos provenientes de produtos naturais € muito importante, pois diminui os
maleficios, que os produtos quimicos, usados usualmente como conservantes alimentares, provocam
nos consumidores. No caso da industria alimentar torna-se cada vez mais iminente a procura destes
compostos de modo a diminuir o desperdicio alimentar, que tém consequéncias negativas tanto para o
ambiente, como para a economia da propria industria, que se encontra avaliada em 2.59 bilhdes de

dolares.
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