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RESUMO 

O setor farmacêutico dispõem de um arsenal de medicamentos utilizados no 

tratamento de várias doença. Porém, alguns desses medicamentos apenas aliviam os 

sintomas, apresentam alto custo e efeitos colaterais. Uma alternativa é a utilização de 

produtos naturais. E uma classe de produtos naturais que vem chamando a atenção 

de vários grupos de pesquisa, devido a sua abundância na natureza e variadas ações 

farmacológicas, são os compostos fenólicos. Diante disso, faz-se necessário avaliar a 

toxicidade e atividade desses compostos fenólicos através do bioensaio toxicológico 

com larvas de Artemia salina, visando uma aplicação contra espécies patogênicas de 

fungos. Está preocupação é devido ao crescimento dos casos de infecções causadas 

no mundo associada à elevada resistência de alguns fungos frente à ação de alguns 

antifúngicos. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi estudar as condições 

reacionais da reação de alquilação de um composto fenólico, além de realizar 

bioensaios toxicológicos desses compostos frente a larvas de A. salina e avaliar sua 

atividade antifúngica. Foi utilizado a reação de O-alquilação, na qual foram usados os 

compostos 1a e 1b como agentes alquilantes levando a formação de 2 derivados do 

composto fenólico, que foram purificados e caracterizados por técnicas 

espectroscópicas. Em seguida, foi realizado o bioensaio toxicológico frente a larvas 

de A. salina visando encontrar a CL50. E com relação aos ensaios de atividade 

antifúngica foi feito pela técmica de microdiluição em poços, o qual teve objetivo de 

determinar a CIM frente a fungos do gênero Candida spp. Ao final das reações os 

compostos foram obtidos em bons rendimentos, que variaram de 85 a 95 % e os dados 

espectroscópicos corroboram a obtenção desses compostos. As CL50 foram inferiores 

a 100 g/mL, apresentando elevada toxicidade. Os testes de atividade antifúngica, 

revelaram que os compostos apresentam atividade antifúngica contra algumas cepas 

do gênero Candida spp., em especial o composto 3a. Com isso, é notória a 

importância de mais estudos que visem dar continuidade à descoberta das atividades 

que estas moléculas e seus derivados possam a vir expressar, afim da busca de novos 

candidatos a fármacos. 

 

 

PALAVRAS-CHAVE: Compostos Fenólicos, Artemia salina, Cadida spp., Atividade 

Antifúngica, O-Alquilação 



 

 

ABSTRACT 

The pharmaceutical industry has an arsenal of drugs used in the treatment of various 

diseases. However, some of these drugs only relieve symptoms, have high costs and 

side effects. One alternative is the use of natural products. And a class of natural 

products that has been drawing the attention of several research groups, due to its 

abundance in nature and varied pharmacological actions, are the phenolic compounds. 

Therefore, it is necessary to evaluate the toxicity and activity of these phenolic 

compounds through toxicological bioassay with Artemia salina larvae, aiming an 

application against pathogenic fungal species. This concern is due to the growth of the 

cases of infections caused in the world associated with the high resistance of some 

fungi against the action of some antifungal drugs. Therefore, the objective of the 

present work was to study the reaction conditions of the alkylation reaction of a 

phenolic compound, besides carrying out toxicological bioassays of these compounds 

against A. salina larvae and and to evaluate its antifungal activity. The O-alkylation 

reaction was used, in which compounds 1a and 1b were used as alkylating agents 

leading to the formation of 2 derivatives of the phenolic compound, which were purified 

and characterized by spectroscopic techniques. Then, the toxicological bioassay was 

performed against A. salina larvae aiming to find the LC50. The antifungal activity 

assays were done by the microdilution technique in wells, which aimed to determine 

the MIC against fungi of the genus Candida spp. At the end of the reactions the 

compounds were obtained in good yields, ranging from 85 to 95% and the 

spectroscopic data corroborate the obtaining of these compounds. The LC50 were less 

than 100 g/mL, showing high toxicity. The antifungal activity tests revealed that the 

compounds present antifungal activity against some strains of the Candida spp. genus, 

especially compound 3a. Thus, it is notorious the importance of further studies that aim 

to continue the discovery of the activities that these molecules and their derivatives 

may express, in order to search for new drug candidates. 

 

 

KEY WORDS: Phenolic compounds, Artemia salina, Cadida spp., Antifungal activity, 

O-alkylation 
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1 INTRODUÇÃO 

 O setor farmacêutico dispõem de um enorme arsenal de medicamentos 

utilizados no tratamento de praticamente todas as doença conhecidas. No 

entanto, na maioria dos casos, esses medicamentos apenas aliviam os sintomas 

da doença. Associado a isso, o elevado custo de alguns medicamentos 

invibializa o seu acesso, bem como os efeitos colaterais indesejados (NGUYEN 

et al., 2019).  

 Uma alternativa para esses pontos salientados, é o emprego de 

produtos naturais. O uso de plantas no tratamento de enfermidades se tornou 

bastante comum, resultando no acúmulo milenar de conhecimentos empíricos 

sobre o potencial terapêutico e a toxicidade das plantas, através de sucessivas 

gerações, sendo uma prática generalizada na medicina popular em todas as 

culturas desde as civilizações mais imemorias (MENDES et al., 2018; JAMSHIDI-

KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).  

 Com o avanço da tecnologia, aprimorou-se a pesquisa na área de 

produtos naturais bioativos, permitindo identificar novos compostos, caracterizar 

quimicamente essas substâncias, desvendar mecanismos de ação, como 

também propõe novas estruturas moleculares para serem utilizadas como 

modelos para novos fármacos (JÚNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006; 

BERLINCK et al., 2017; JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).  
 Dessa forma o desenvolvimento dos fármacos se divide em três 

períodos. O primeiro compreende os séculos XVIII e XIX, marcado pela 

descoberta de substâncias presentes em diferentes plantas, a citar, a morfina 

isolada da Papaver somniferum em 1804, a qual apresenta ação analgésica e 

sedativa (ANDRADE; KÜMMERLE; GUIDO, 2018). O segundo período, 

compreende o começo e meio do século XX, o qual teve como marco o 

descobrimento de antibiótico a partir de fungos, a citar a penicilina isolada do 

Penicillium notatum em 1928 (PEREIRA; PITA, 2005). Já o terceiro período 

ocorreu no final do século XX e se estende até os dias atuais, o qual retorna a 

busca de substâncias vegetais e desenvolvimento de novos fármacos com base 

na química sintética, como exemplo a artemisinina um antimalárico extraído da 

Artemisina annua (HUSSAIN et al., 2017). 
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O mercado para produtos farmacêuticos oriundos de plantas medicinais, 

tem como enfoque a identificação de princípios ativos e sua utilização para o 

desenvolvimento de novos fármacos mais eficazes e menos tóxicos 

(BALDISSERA et al., 2014). Além disso, com aumento no número de doenças, 

a atenção de muitos pesquisadores vem sendo direcionada ao estudo de 

fitoquímicos, na busca de novos fármacos, como exemplo os compostos 

fenólicos, abundantes na natureza e amplamente estudados (ARNOSO; 

COSTA; SCHMIDT, 2019).  

 No geral, essa classe apresentam um anel aromático ligado a um ou 

mais grupos hidroxila (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013). E estes são 

conhecidos por suas propriedades antioxidantes, que atuam impedindo a 

oxidação de vários ingredientes do alimento, particularmente de lipídios. Além 

disso, sua ação antioxidante está relacionada a outras ações farmacológicas 

como a prevenção de diversas enfermidades cardiovasculares, 

anticancerígenas, anti-inflamatória e entre outras mais (SILVA et al., 2010). 

Dessa forma, as modificações estruturais em produtos naturais vêm 

tornando-se uma das principais ferramentas na prospecção de novos candidatos 

a fármacos, bem como na otimização das atividades, mecanismo de ação, 

melhorias nas propriedades físico-químicas e diminuição dos efeitos adversos, 

de forma a propiciar melhor absorção, distribuição, biodisponibilidade e 

metabolismo. Esses atributos são de extrema importância no desenvolvimento 

de um novo medicamento (RAUTIO et al., 2018). 

 Esses aspectos salientados, justificam o interesse da comunidade 

acadêmica pelos produtos naturais e seus respectivos derivados, uma vez que 

são potenciais candidatos a novos agentes terapêuticos (BENDRE et al. 2016). 

No entanto, o processo de desenvolvimento de fármacos é longo e requer  

diversas etapas a citar  ensaios biológicos, bem como os toxicológicos. Os quais 

tem como objetivo  avaliar a toxicidade desses produtos naturais ou de seus 

derivados, a citar o bioensaio toxicológico com larvas de Artemia salina (A. 

salina). 

 A A. salina, é um microcrustáceo zooplanctônico que podem ser 

utilizados no monitoramento da citotoxicidade de produtos, devido a semelhança 

estrutural com células humanas, além de ser um método barato, rápido, simples 

e sensível a substâncias tóxicas (MERINO et al., 2015).  
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 Meyer e colaboradores, em 1982, utilizaram as larvas de artêmias em 

ensaios de toxicidade aguda para uma pesquisa preliminar de atividade biológica 

de extratos e frações obtidos a partir de produtos naturais.  

 Paralelamente, nos últimos anos, os principais órgãos reguladores de 

doenças infecciosas no mundo vêm constatando o aumento de microrganismos 

resistentes aos antibióticos comerciais. Embora a resistência aos antifúngicos 

não pareça ser tão problemática do ponto de vista epidemiológico, quando 

comparada a resistência aos agentes antibacterianos nas bactérias, é uma 

preocupação a longo prazo, já que o número de tipos fundamentalmente 

diferentes de agentes antifúngicos disponíveis para tratamento continua a ser 

extremamente limitado. Isto porque os fungos são organismos eucarióticos com 

uma estrutura e um metabolismo semelhantes aos outros hospedeiros 

eucarióticos (KIM et al., 2008). Além disso, as infecções fúngicas são de difícil 

tratamento, fato relacionado à elevada resistência frente à ação de alguns 

antifúngicos convencionais (KIM et al., 2008; GUERRA et al., 2018; ALI; 

ABDALLAH, 2020).  

 Nos últimos anos, infecções causadas por fungos vêm crescendo de 

forma significativa, acometendo principalmente, indivíduos que estão 

imunocomprometidos, como pacientes transplantados e portadores do vírus HIV 

(PILMIS et al., 2016; SANTOS et al., 2018; GUERRA et al., 2018). Sendo 

considerados, atualmente, um problema de saúde pública devido à alta 

prevalência e aumento da incidência nas últimas décadas (FARJADO et al., 

2017). Dentre esses fungos, cabe destacar, fungos do gênero Candida spp., que 

são os principais responsáveis pelas infecções hospitalares, de origem fúngica, 

e representam de 50 a 70% das infecções fúngicas sistêmicas (SANTOS et al., 

2018). Por essas razões, a busca por novos antifúngicos é tão importante 

(GUERRA et al., 2018). 

Cientes da importância dos compostos fenólicos, o presente trabalho visa 

estudar as condições reacionais da reação de alquilação de um composto 

fenólico, além de realizar bioensaios toxicológicos dos compostos obtidos frente 

a larvas A. salina LEACH e avaliar a atividade antifúngica. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Realizar modificações estruturais em um composto fenólico, por meio da 

reação de O-alquilação e avaliar sua toxicidade frente a larvas Artemia salina 

Leach e identificar seu potencial antifúngico. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 Realizar a reação de O-alquilação do composto fenólico utilizando dois 

ésteres;  

 Caracterizar os compostos sintetizados pelas técnicas espectroscópicas 

usuais, por Ressonância Magnética de Próton e Carbono (RMN 1H e RMN 
13C) 

 Avaliar a toxicidade dos compostos sintetizados frente a larvas de A. 

salina Leach; 

 Determinar a CL50 dos compostos sintetizados 

 Avaliar a atividade antifúngica dos compostos sintetizados frente a cepas 

de C. glabrata, C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis; 

 Determinar a CIM dos compostos sintetizados. 

 

3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 Produto Naturais 

A busca por alívio e cura de doenças através da ingestão de componentes 

da planta, tem sido uma das primeiras formas de utilização de produtos naturais 

(RIBEIRO, 2018). Os primeiros registros da utilização de plantas como fontes 

medicinais, datam de 2600 a.C., na Mesopotâmia, visando a alimentação, 

abrigo, e tratamentos medicinais (GURIB-FAKIM, 2006).  

As plantas medicinais constituem a base do sofisticado sistema da 

medicina tradicional, o qual existe há milhares de anos, e ainda, nos dias atuais, 

fornecem novos compostos que podem ser utilizados como possíveis fármacos 

no tratamento de doenças (GURIB-FAKIM, 2006). 
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Muitos dos fármacos comercializados possuem derivação fitoterápica, ou 

seja, se baseia na premissa de que as plantas contêm substâncias naturais que 

auxiliam na manutenção da saúde, bem como na cura de patologias. Dessa 

forma, os produtos naturais são uma fonte rica e bastante explorada na busca 

por novos agentes terapêuticos, tais como as ervas medicinais, tradicionais e as 

sintéticas, além disso, e ainda são o principal sistema de cuidados da saúde, por 

terem a sua eficácia farmacologicamente comprovada (PONUGOTI, 2018). 

Dessa forma, os primeiros registros com bases científica, sobre o estudo 

de plantas medicinais foi feito no século XIX. Desde então algumas substâncias 

se consagraram ativos eficazes, até os dias atuais, como exemplo a morfina, a 

cânfora, a quinina e a cocaína (MONTANARI; BOLZANI, 2001). Contudo, devido 

à ampla diversidade estrutural e funcional dos produtos naturais, muitos 

compostos de origem natural são usados como princípio ativo no tratamento de 

diversas enfermidades. Durante anos, a maioria dos fármacos disponíveis no 

mercado eram produtos naturais ou mesmo análogos inspirados neles, contudo, 

a necessidade de novos fármacos estimulou pesquisadores à realizarem 

modificações estruturais em produtos naturais (CRAGG; NEWMAN, 2013).  

 

 

Figura 01: Estruturas moleculares de substâncias naturais que se consagraram 

princípios ativos. 

Fonte: Próprio autor, 2021. 

 

Cabe destacar, que apenas em 2006, um quarto das prescrições médicas 

formuladas foram baseadas em substâncias ou análogos sintéticos derivados de 

plantas, mostrando a enorme influência que esse tipo de fonte promove. Com os 

avanços tecnológicos foi possível compreender mais sobre o funcionamento do 
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organismo humano, e, portanto, elucidar os mecanismos de ação das plantas 

(GURIB-FAKIM, 2006).  

Nos últimos anos, inúmeras evidências foram coletadas sobre o potencial 

das plantas medicinais, bem como foi possível isolar princípios ativos, 

caracterizar quimicamente as substâncias e desvendar o mecanismo de ação 

das mesmas, além de ser possível produzir novos derivados, através da química 

sintética (JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018; JÚNIOR; 

BOLZANI; BARREIRO, 2006). 

Talvez o marco mais importante para o desenvolvimento dos fármacos, 

ocorreu no primeiro período, a partir de produtos naturais, tenha sido o 

descobrimento dos salicilatos obtidos da Salix alba, que apresentavam, 

principalmente, propriedades analgésica e antipirética. Esse fato culminou, 

alguns anos depois, no isolamento e na preparação de três moléculas com as 

atividades intensificadas, sendo elas a salicina, ácido salicílico e ácido 

acetilsalicílico (AAS), mostrado na figura 02 (SILVA; MENDONÇA; PARTATA, 

2014). O AAS foi sintetizado em 1897 por Felix Hoffman, tendo como precursor 

o ácido salicílico, esse foi lançado no mercado com o nome de Aspirina® pela 

empresa alemã Bayer e possui atividade analgésica e anti-inflamatória (JUNIOR; 

BOLZANI; BARREIRO, 2006). 

 

 

Figura 02: Salicilatos que revolucionaram o desenvolvimento de fármacos a partir de 

produtos naturais. 

Fonte: Próprio autor, 2021. 

 

 Vale destacar que o estudo fitoquímico tem permitido a descoberta de 

novos princípios ativos e, atividades biológicas de extratos, frações e moléculas, 

oferecendo melhores possibilidades de encontrar substâncias de interesse 
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terapêutico. No período entre 1981 e 2010, das 1.073 novas entidades químicas 

(New Chemical Entities - NCEs) aprovadas como medicamento pelo Food and 

Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos, 64% são moléculas naturais, 

derivadas ou sintetizadas com base em compostos naturais (SILVA et al., 2016). 

 

3.2 Compostos Fenólicos 

Os compostos fenólicos são biomoléculas que possuem uma ou mais 

hidroxilas ligadas a um anel benzênico. A figura 03 mostra a estrutura de um 

fenol simples, e embora contenha uma hidroxila, esta classe de compostos 

possui propriedades especiais, são compostos mais ácidos quando comparado 

aos álcoois, o que justifica sua atividade antioxidante acentuada (ARCHELA; 

DALL’ANTONIA, 2013). 

  

Figura 03: Estrutura molecular de um fenol  

Fonte: Próprio autor, 2021. 

 

Os compostos fenólicos vegetais são classificados como fenóis simples 

ou polifenóis com base no número de unidades de fenol na molécula. Assim, os 

fenóis vegetais compreendem os fenóis simples, cumarinas, ligninas, lignanos, 

taninos condensados e hidrolisáveis, ácidos fenólicos e flavonoides, na figura 04 

ilustra a estrutura de alguns compostos fenólicos (KHODDAMI; WILKES; 

ROBERTS, 2013).  

 

Figura 04: Exemplos de compostos fenólicos. 

Fonte: Próprio autor, 2021. 
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Os compostos fenólicos, são moléculas provenientes do metabolismo 

secundário das plantas, em parte, como resposta às pressões ecológicas e 

fisiológicas, tais como ataque de patógenos e insetos, radiação UV, ferimentos 

e outras condições adversas (ARNOSO; COSTA; SCHMIDT, 2019; KHODDAMI; 

WILKES; ROBERTS, 2013).  São produzidos principalmente a partir da via do 

ácido chiquímico de plantas (esquema 01), além da via do fosfato pentose e 

através da metabolização de fenilpropanóides (LIN et al., 2016; REZENDE et 

al.,2016). 

 

 
Esquema 01: Biossíntese dos compostos fenólicos. 

Fonte: Adaptado de Rezende et al. (2016), 2021. 

 

 Já foram identificados milhares de compostos fenólicos em plantas, e 

centenas desses compostos são encontrados em plantas comestíveis. Além 

disso esses compostos estão disponíveis em uma ampla variedade de frutas, 

como limão, laranja, tangerina, uva, cereja, ameixa, pera e tomate (ANGELO; 

JORGE, 2007). A composição dos compostos fenólicos nos alimentos de origem 

vegetal pode variar conforme a região de plantio, tipo de solo, exposição solar, 

índice pluviométrico, estádio de maturação e variedade do cultivo (MARTINS et 

al., 2011). 

Outras propriedades biológicas foram relatadas para esta classe, a citar 

proteção contra a aterosclerose, anti-inflamatório (SILVA et al., 2010; SALEEM 

et al., 2018), anticarcinogênico (SILVA et al., 2010), anti-hipertensivo 
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(FIGUEIREDO et al., 2017), antimicrobiano e principalmente a atividade 

antioxidante (AKBAR; KHAN; ALI, 2019).  

Sua ação antioxidante está associada ao fato de que os compostos 

fenólicos atuam interrompendo a cadeia de reação radicalar, reagindo com 

radicais, doando hidrogênio ou elétrons, para formarem produtos 

termodinamicamente estáveis ou complexos mais estáveis que o radical livre 

precursor (SILVA et al., 2010; ARCHELA; DALL’ANTONIA, 2013). 
 

3.3 Artemia salina LEACH 

Na ciência a toxicologia estuda os desequilíbrios homeostásicos 

causados por determinadas substâncias em organismos vivos. Os testes de 

toxicidade são desenvolvidos com o objetivo de identificar ou avaliar os efeitos 

de substâncias nos sistemas biológicos, certificando-se sobre a toxicidade 

relativa dessa substância (COSTA et al., 2008).  

Um ramo da toxicologia, que estuda a influência de substâncias tóxicas 

sobre o meio ambiente, é a ecotoxicologia, que consiste na obtenção de dados 

para as matrizes contaminadas, como exemplos os solos ou a água, através da 

realização de ensaios laboratoriais, usando espécies padrões ou habitantes do 

local de estudo, os bioindicadores, ocorrendo assim a caracterização do 

potencial tóxico de substâncias químicas ou meio contaminado (NIVA, 2019).  

Dessa forma, devido ao seu habitat natural e sua sensibilidade, a A. salina 

(figura 05) é um organismo que representa um importante indicador biológico 

para ambientes com alta concentração de sais (MERINO et al., 2015). Além 

disso, este é um microcrustáceo capaz de viver em ambientes extremamente 

salinos e com pouca concentração de oxigênio (RUIZ et al., 2005). E, por serem 

um organismo muito sensível, são frequentemente utilizadas para ensaios de 

toxicidade (LIBRALATO et al., 2016). 
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Figura 05: Imagem do náuplio de A. salina LEACH. 

Fonte: https://www.dicyt.com/data/44/37244.jpg  

 

A A. salina é um zooplâncton invertebrado de água salgada e 

ecossistemas marinhos, que desempenham um papel fundamental no fluxo da 

cadeia alimentar marinha (ZHU et al., 2017). Elas se alimentam principalmente 

de fitoplâncton, sendo assim importantes consumidores primário da base da 

cadeia alimentar marinha (LIBRALATO et al., 2016). Estes microcrustáceo, que 

também é conhecido como camarão salmoura, é pertencente à família 

Artemiidae, da ordem Anostraca e do gênero Artemia (ASEM; RASTEGAR-

POUYANI; RÍOS-ESCALANTE, 2010). 

Os náuplios de artêmiastêm se destacado pela facilidade de sua produção 

em laboratório, mostrando-se, assim, ótima alternativa para a alimentação de 

peixes, na psicultura, quando fornecida no estágio de larva, além de apresentar 

tecnologia de cultivo conhecida. Como se trata de organismo de origem marinha, 

a sobrevivência deste microcrustáceo é drasticamente reduzida quando houver 

a diminuição da salinidade na água de cultivo (BEUX; FILHO, 2006). 

Os cistos de A. salinas são de baixo custo e de fácil acesso no comércio, 

além de permanecerem estáveis e resistentes por meses, quando não eclodidos. 

Essas vantagens contribuem de forma significativa para a incorporação desses 

nos bioensaios toxicológicos (PALÁCIO et al., 2012).Ademais, devido ao 

bioensaio envolvendo a A. salina ser utilizado como indicador de toxicidade 

aguda, este se torna essencial para estudos de substâncias que possam predizer 

uma possível atividade biológica, como em extratos e frações advindos de 

produtos naturais, sendo essencial para a descoberta de novos fármacos 
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(POMPILHO; MARCONDES; OLIVEIRA, 2014; LIMA et al., 2019). Esses 

organismos são utilizados para o monitoramento da citotoxicidade de produtos, 

devido a semelhança estrutural com células humanas, além de ser um método 

barato, rápido, simples e sensível a substâncias tóxicas (MEYER et al., 1982). 

O parâmetro envolvido no bioensaio é a contagem de náuplios mortos e 

vivos dos microcrustáceos em contato com o material analisado, os dados 

obtidos são facilmente tratados e colocados em bases estatísticas 

(CALVACANTE et al., 2000). 

Desse modo, os resultados do teste de Artemia salina, obtém-se valores 

de Concentração Letal necessária para matar 50% dos indivíduos (CL50) 

inferiores a 100 μg/mL são considerados altamente tóxicas, valores entre 100 e 

500 μg/mL são moderadamente tóxicas, entre 500 e 1000 μg/mL são levemente 

tóxicas e acima de 1000 μg/mL possuem baixa toxicidade ou são atóxicas 

(MERINO et al., 2015). 

Existem relatos na literatura que descrevem a utilização das artêmias para 

avaliação do efeito citotóxico de vegetais mais especificamente de plantas 

medicinais (MEYER et al., 1982; Santos, 2017). Esse ensaio é utilizado para 

detecção de compostos bioativos em extratos vegetais, assim como expressar a 

sua toxicidade, também é utilizado em teste de letalidade em algas e óleos 

essenciais, e outros estudos fitoquímico (SANTOS, 2017).  

Como exemplo, o experimento realizado por Cansian e colaboradores, em 

2017, o qual utilizaram o método de toxicidade frente a A. salina para determinar 

a CL50 do óleo essencial da Caryoplyllus aromaticus e o resultado obtido foi de 

0,5993 ± 0,0464 µg/mL, sendo considerado um óleo altamente tóxico. 

 

3.4 Candida spp. 

Os fungos são microrganismos unicelulares ou pluricelulares e 

heterótrofos. Dentre eles, cabe destacar o gênero Candida, o qual pertence ao 

reino Fungi, filo Ascomytota, classe Hemiascomycetes, ordem Saccharomyces 

(DIEZMANN et al., 2014). Estes compreendem mais de 150 espécies, e são 
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normalmente encontrados vivendo em condições saprófitas, os quais se nutrem 

de matéria orgânica (YPAR, 2014). 

Candida spp. são leveduras comensais, ou seja, que fazem parte da 

microbiota normal humana, sendo detectado em cerca de 40-60% dos indivíduos 

saudáveis (PILMS et al., 2016; PAPPAS et al., 2018). Estas espécies de 

microrganismos são consideradas patógenos oportunistas, por serem uma das 

principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo e, portanto, 

representam uma séria ameaça à saúde pública (SANTOS et al., 2018). 

Dentre as espécies, as consideradas mais prevalentes, nas infecções 

causadas pelo gênero Candida spp., são a C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, 

C. parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis, C. auris, C. famata, C. guilliermondii e 

C. lusitaniae (SANTOS et al., 2018; MBA; NWEZE, 2020). Entre essas, a C. 

albicans é responsável por cerca de 50% das infecções causadas por este 

gênero (MBA; NWEZE, 2020). 

A patogenicidade destes fungos está relacionada, principalmente com a 

sua mudança entre a forma de levedura e hifas, também chamada de 

polimorfismo (JACOBSEN; HUBE, 2017; ALI; ABDALLAH, 2020). Enquanto a 

forma de leveduras está associada a disseminação e resistência do fungo, a 

forma de hifas está envolvida na invasão de tecidos (SEMAN et al., 2018). 

Além do polimorfismo, existe também outros mecanismos de 

patogenicidade, a cita aderência, variabilidade fenotípica e a produção de 

enzimas extracelulares, toxinas e biofilme, estes constituem os principais fatores 

de virulência que conferem a habilidade de colonizar e posteriormente causar a 

infecção. A infecção, ela é facilitada, quando há uma ruptura do equilíbrio 

hospedeiro-parasita (SANTANA et al., 2013; ALI; ABDALLAH, 2020).  

As manifestações clínicas na candidíase apresentam grande diversidade 

de quadros clínicos, a citar a candidíase cutâneo-mucosa e candidíase invasiva 

ou sistêmica. Enquanto a candidíase cutâneo-mucosa consiste em 

manifestações superficiais, a candidíase invasiva ou sistêmica se caracteriza por 

apresentar infecções profundas, podendo se localizar em um órgão ou 

disseminar pela corrente sanguínea, ou seja, a candidemia (VIEIRA; SANTOS, 

2017).  
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Ao decorrer da última década, houve uma mudança na epidemiologia de 

Candida spp., com um aumento de espécies não-albicans em pacientes 

admitidos em UTI’s, provavelmente devido ao uso irracional de antifúgico que 

ocasiona uma resistência dessas cepas a esta classe de fármacos (GABARDI et 

al., 2016; MOREIRA et al., 2017). Por esta razão, há uma busca por novos 

agentes antimicrobianos, que sejam eficientes contra estas cepas de fungos 

(TAVARES et al., 2019). 

 

4 MATERIAIS E MÉTODO 

4.1 Local da pesquisa 

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Síntese Orgânica, localizado 

no Centro de Educação e Saúde da Universidade Federal de Campina Grande 

– campus Cuité, enquanto que os bioensaios toxicológicos foram conduzidos no 

Laboratório de Farmacologia e Toxicologia, já os ensaios antifúngicos no 

Laboratório de Microbiologia do CES. A caracterização por ressonância 

magnética de carbono e hidrogênio, foi realizada na Central Analítica da 

Universidade Federal de Pernambuco – Recife/PE. 

 

4.2 Modificação estrutural 

A reação de alquilação e formação de acetal, foram realizadas com 

interesse na síntese dos compostos 3a-b, estas com o substrato 1a em presença 

de carbonato de potássio (K2CO3) e como o substrato 1b em presença de 

hidróxido de sódio (NaOH), entretanto ambos utilizarão dimetil sulfóxido (DMSO) 

como solvente, como pode ser observado no Esquema 01. 

 Para a síntese do composto 3a, foram pesados 5,0 mmols (0,82g) do 

substrato 2 e transferidos para um balão de fundo redondo contendo 10 mL de 

DMSO. Sequentemente adicionou-se ao balão 5,0 mmols (0,691g) de K2CO3 em 

pó. À mistura reacional foram adicionados rapidamente 5,5 mmols (0,92g) de 1a. 

A reação foi submetida a agitação, em uma chapa agitadora, à temperatura 

ambiente durante o tempo requerido, que foi verificado por cromatografia de 

camada delgada (CCD). Com relação ao composto 3b, foi-se pesado 5,5 mmol 
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(1,08g) do substrato 1b e 8mmol de NaOH (0,32g), e efetuado o mesmo 

procedimento mencionado anteriormente.  

 

 
Esquema 02: Reação de alquilação do composto fenólico. 

Fonte: Próprio autor, 2021. 

 
 Após o termino das reações os produtos foram submetidos a separação 

de fases, que consiste na separação da fase aquosa da fase orgânica. A mistura 

reacional foi transferida do balão para um funil de separação e foram adicionados 

25 mL de solução supersaturada de cloreto de amônio (NH4Cl). A fase orgânica 

foi separada com acetato de etila (3 x 25 mL). Posteriormente à separação, foi 

adicionado sulfato de sódio anidro na fase orgânica para retirar qualquer 

resquício de água, e em seguida a mesma fase foi filtrada o solvente foi removido 

em evaporador rotativo à pressão reduzida para obtenção do produto seco. O 

produto final foi purificado por cromatografia líquida em coluna de sílica utilizando 

15 cm (altura da quantidade da fase estacionária) de sílica-gel 60, eluída com 

hexano e acetato de etila como solventes da fase móvel. Os solventes utilizados 

na purificação foram destilados conforme a metodologia de Armarego e Perrin 

(1996). 

 

4.3 Teste do complexo fenol-ferro 

Os compostos 3a-b foram submetidos ao teste com a solução de tricloreto 

férrico (FeCl3) a 1%. A formação do complexo fenol-ferro com o Fe (III), 

apresenta uma coloração entre vermelho e roxo, portanto, a não observação 

dessa coloração caracteriza a perca da porção fenólica. O teste seguiu o 

procedimento descrito por Pazinato e colaboradores (2012). 

4.4 Caracterização 
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Os compostos 3a-b foram caracterizados pelas técnicas espectroscópicas 

usuais, ou seja, Ressonância Magnética de Próton e Carbono (RMN 1H e RMN 
13C). A caracterização foi realizada por em um espectrômetro models Unitty Plus 

(400 MHz e 300 MHz) utilizando trimetilsilano (TMS) como padrão interno e 

clorofórmio deuterado (CDCl3) como solvente. 

 

4.5 Bioensaios toxicológicos com Artemia salina Leach 

A partir da interpretação dos dados da caracterização e respectiva 

confirmação das estruturas dos produtos objetivados, foi realizado o ensaio 

biológico dos mesmos frente a Artemia salina Leach baseado no estudo de 

Meyer e colaboradores (1982). Para cada composto testado, utilizarão 20 mg e 

foi adicionado 50 μL de dimetilsufóxido (DMSO). Posteriormente, a solução será 

homogeneizada e o volume completado para 20 mL com água salinizada filtrada 

(preparada a partir de 38 g de sal marinho Marinex® em 1 L de água destilada) 

em pH = 8,32, para isso utilizando o medidor de pH (PHTEK model: Phs-3B), 

como mostrado na figura 06. Desta solução serão retiradas alíquotas de 125, 

250, 500, 750, 1000, 1125 1250 e 1875 μL e transferidas para tubos de ensaios 

de 5 mL e os volumes completados com o mesmo solvente, o qual obterão as 

concentrações de 50, 100, 200, 300, 400, 450, 500 e 750 μg/mL para a solução 

da amostra. O teste será acompanhado por controle positivo, com dicromato de 

potássio (K2Cr2O7) e controle negativo com água salinizada e DMSO. Os cistos 

da Artemia salina (20 mg) irão ser incubados sob iluminação artificial 24 a 48 

horas para que haja a eclosão das larvas e estas serão separadas em dez 

grupos com 10 artêmias cada. O primeiro e o segundo grupo receberão a 

solução controle positivo e controle negativo e as oito seguintes receberam a 

solução aquosa do composto em diferentes concentrações. As amostras serão 

submetidas à iluminação artificial durante 24 horas. Após este período, se 

contabilizará as larvas vivas e mortas. O experimento irá ser realizado em 

triplicata para cada substância-teste. 
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Figura 06: Medidor de pH PHTEK model: Phs-3B 

Fonte: Próprio autor, 2021. 

 

4.6 Ensaios de atividade antifúngica 

 A determinação da concentração inibitória mínima (CIM), foi realizado 

através do método da microdiluição em poços. Serão utilizadas cepas de 

levedura padrão da American Type Culture Collection (ATCC), o quadro 01 

mostra as espécies de fungos e sua ATCC, as culturas de fungos a serem 

utilizadas do gênero Candida spp. e inoculadas em poços com meio caldo 

Sabouraud Dextrose (CSD). As côlonias destas culturas foram suspensas em 

NaCl 0,85% estéril e o inócuo será padronizado com a escala de McFarland (1-

5 x 106 UFC/mL) (LIMA et al., 2020).  

 

Quadro 01: Tipos de fungos e sua classificação ATCC. 

Fonte: Próprio autor, 2021. 

 

Posteriormente, em uma placa com 96 cavidades (figura 07) foram 

adicionados 150 μL do CSD e 150 μL dos compostos 3a-b, com concentração 

inicial de 512 μg/mL após isso, foram retirados 150 μL da primeira linha para a 

Espécie de Fungo Codificação 

C. glabrata ATCC 90030 

C. albicans ATCC 76485 

C. krusei  ATCC 6258 

C. parapsilosis ATCC 22019 

C. tropicalis ATCC 13803 
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segunda linha (1:2) com diluições seriadas sucessivamente, até uma 

concentração final de 8 μg/mL. Os poços foram incubados a 37 °C por 24 horas. 

Posterior a esse período, é realizado leitura para a identificação da CIM. A CIM 

é considerada como a menor concentração dos compostos que inibiu o 

crescimento dos microrganismos, através das leituras das placas. Foram 

utilizados anfotericina B e DMSO como controles positivo e negativo 

respectivamente (OLIVEIRA, 2011; LIMA et al., 2020). 

 

 
Figura 07: Placa com 96 poços. 

Fonte:http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/atm_racional/m

odulo2/metodos2.1.htm 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Adicionalmente, as estruturas dos compostos 1a-b, 2 e 3a-b não foram 

esboçadas, pois devido aos bons resultados biológicos, suas atividades foram 

patenteadas, e deve-se esperar a carência de um período de 18 meses de sigilo.  

As reações foram acompanhadas por CCD, a fim de verificar o tempo 

necessário para o seu término. Concluída a reação, cada produto foi purificado 

e posteriormente pesado, afim de determinar o rendimento reacional. Os valores 

do tempo e rendimento reacional estão descritos na Quadro 02. 
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SUBSTRATO 
TEMPO 

(H) 

RENDIMENTOS 

(%) 

ASPECTO 

FÍSICO 

3a 1 86,84 Óleo 

3b 1,6 93,16 Óleo 

Quadro 02: Parâmetros analisados dos produtos finais.  

Fonte: Próprio autor, 2021. 

 

Em 2019, Lima e colaboradores relataram a síntese do composto 3a 

utilizando os praticamente os mesmos componentes, com exceção do solvente, 

no entanto, eles obtiveram um rendimento de apenas 60% após um tempo 

reacional de 18 horas. Indicando que o tipo de solvente empregado nesta reação 

afeta diretamente o tempo reacional, uma vez que o tempo obtido em nossa 

pesquisa foi 18 vezes menor quando comparado ao tempo obtido por Lima e 

colaboradores (2019). 

 O obovatol é outro produto fenólico que apresenta atividade 

farmacológica. Este composto, segundo Choi e colaboradores (2012), foi 

extraído da Magnolia sp., no entanto, ele pode ser obtido sinteticamente.  

 Kaufman, em 2015, relatou sua síntese do obovatol em 4 etapas 

reacionais, a primeira foi a orto-bromação seletiva do fenol, a metilação, o 

acoplado com o p-alilfenol e pôr fim a desmetilação, conforme descrito no 

esquema 03.  

 
Esquema 03: Síntese do obovatol. 

Fonte: Adaptado de Kaufman (2015).  
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Adicionalmente, o obovatol apresenta atividade anti-inflamatória, além de 

atuar como antitumoral, inibindo o fator de transcrição NF-κB, em células de 

câncer de pele (KAUFMAN, 2015). 

Com relação ao teste de formação do complexo fenol-ferro, observa-se 

na figura 08, que as soluções dos compostos 1a e 1bmudaram de coloração, 

ficando no tom de vermelho a roxo, ao entrar em contato com a solução de FeCl3. 

No entanto, as soluções dos compostos 3a e 3b, quando expostas a solução de 

FeCl3, não se constatou mudança de coloração, ou seja, não ficaram em tom 

roxo, sendo isto o primeiro indicativo que a reação de O-alquilação levou a 

formação dos produtos desejados os quais apresentam a ausência da porção 

fenólica. 

 

 

Figura 08: Teste do complexo fenol-ferro. 

Fonte: Próprio autor, 2021. 

 

As Figuras 09 e 10 mostram, respectivamente os espectros de RMN de 
1H e 13C do composto 3a, obtido na forma de um óleo parcialmente turvo com 

rendimento de 86,84%. De acordo com a análise do espectro de RMN 1H (300 

MHz, CDCl3) do composto 3a, constata-se que o somatório da área das integrais 

sob cada sinal é aproximado igual a 18, número esse equivalente à quantidade 

de hidrogênios presente na estrutura desse composto. Detalhadamente, o 

deslocamento químico de cada conjunto de hidrogênios quimicamente 

equivalentes foram 1,29 ppm (t, J = 7,2 Hz, 3H), 3,34 ppm (d, J = 7,2 Hz, 2H), 

1 1 3b 3a 
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3,87 ppm (s, 3H), 4,25 ppm (q, J = 7,2 Hz, 2H), 4,65 ppm (s, 2H), 5,05-5,11 ppm 

(m, 2H), 5,89-6,02 ppm (m, 1H), 6,68-6,80 ppm (m, 3H). Em relação ao espectro 

de RMN 13C (75 MHz, CDCl3) do composto 3a, constatou-se a presença de 14 

sinais de carbonos quimicamente diferentes, número equivalente a estrutura 

proposta para esse composto. Detalhadamente, o deslocamento químico de 

cada sinal de carbonos quimicamente diferentes foram 14,1 ppm, 39,8 ppm, 55,8 

ppm, 61,1 ppm, 66,8 ppm, 112,5 ppm, 114,6 ppm, 115,7 ppm, 120,3 ppm, 134,4 

ppm, 137,4 ppm, 145,6 ppm, 149,6 ppm e 169,1 ppm. Os respectivos dados 

espectroscópicos corroboram com os valores obtidos por Labarrios e 

colaboradores (1999), comprovando a formação e pureza do produto desejado. 
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Figura 09: Espectro de RMN 1H do composto 3a. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2021. 
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Figura 10: Espectro de RMN 13C do composto 3a. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2021. 

 

As Figuras 11 e 12 mostram, respectivamente os espectros de RMN de 
1H e 13C do composto 3b, obtido na forma de um óleo parcialmente turvo 

amarelado com rendimento de 93,16 %. De acordo com a análise do espectro 

de RMN 1H (300 MHz, CDCl3) do composto 3a, constata-se que o somatório da 

área das integrais sob cada sinal é aproximado igual a 24, número esse 

equivalente à quantidade de hidrogênios presente na estrutura desse composto. 

Em relação ao espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCl3) do composto 3b, 

constatou-se a presença de 13 sinais de carbonos quimicamente diferentes, 

número equivalente a estrutura proposta para esse composto. Detalhadamente, 

os deslocamentos químicos de cada sinal de carbonos quimicamente diferentes 

foram 15,2 ppm, 31,8 ppm, 39,9 ppm, 55,8 ppm, 62,4 ppm, 101,4 ppm, 111,1 

ppm, 114,2 ppm, 115,5 ppm, 121,1 ppm, 137,8 ppm, 143,9 ppm e 146,4 ppm. 
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Figura 11: Espectro de RMN 1H do composto 3b. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2021. 
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Figura 12: Espectro de RMN 13C do composto 3b. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2021. 
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Vale ressaltar que a adição de um grupo alquil foi planejada de modo que 

a toxicidade dos compostos fosse atenuada, uma vez que na literatura, há 

histórico de fármacos que possuem uma porção éster, como por exemplo o ácido 

acetilsalicílico (AAS), que quando comparado ao ácido salicílico, seu precursor 

que não possui a função éster, é menos tóxico e menos irritante (LIMA et al., 

2019). 

A avaliação da toxicidade dos compostos foi testada frente a larva de A. 

salina Leach, no qual o valor da taxa de mortalidade das soluções contendo 3a 

e 3b variou entre 0 e 100 %, planejando determinar a concentração letal para 

matar metade da população de larvas (CL50) conforme a Tabela 01. Deste modo, 

a CL50 foi encontrada através do software POLO-PC, com 95% de confiança. 

Portanto, de acordo com Merino e colaboradores (2015), valores de CL50 

inferiores a 100 μg/mL são considerados altamente tóxicas e 100-500 μg/mL são 

ditos como moderadamente tóxicos, mostrando potencial para atividade 

biológica desses compostos. 

 

COMPOSTOS CL50 (μg/mL) 

± DP 

2 29,5 ± 0,538 

3a  54,3 ± 0,831 

3b 43,7 ± 0,745 

DP: Desvio Padrão. 

Tabela 01: Valores de CL50 dos compostos. 

Fonte: Próprios autores, 2021. 

 

 Dessa forma, é constatado que os dois compostos sintetizados 3a e 3b 

apresentam CL50 inferior a 100 μg/mL, portanto, ambos, sendo considerados 

tóxicos para as larvas de A. salina. E suas CL50 podem ser equiparadas a do seu 

precursor de 29,5 μg/mL, sendo um indicativo que os compostos possam vir a 

apresentar atividade.  
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Leite e colaboradores (2009), também avaliaram a atividade larvicida de 

alguns óleos essenciais e fitoconstituintes a base de compostos fenólicos, de 

plantas medicinais. E entre esses fitoconstituintes estava o eugenol, que se 

constatou que a CL50 é de 47,16 μg/mL, o qual mostrou comportamento tóxico 

frente as larvas de A. salina.  

Ribeiro e colaboradores, em 2020, pesquisaram a CL50 do óleo essencial 

da Alpinia zerumbet, cujo o produto majoritário, faz parte dos compostos 

fenólicos, o ácido tânico. Esses, encontraram uma CL50 de 280,4 μg/mL, desse 

modo, sendo considerados moderadamente tóxicos. Isto mostra, que os 

compostos fenólicos apresentam diferentes graus de toxicidade. 

por último foi realizado a avaliação da atividade antifúngica dos 

compostos 3a-b, realizada através do método de microdiluição em poços frente 

a cinco espécies do gênero Candida spp., a citar, C. albicans, C. glabrata, C. 

parapsilosis e C. tropicalis. A seleção desse gênero de fungo foi devido à sua 

prevalência na epidemiologia de infecções fúngicas hospitalares e comunitárias, 

principalmente a C. albicans (BARBOSA et al., 2017). Portanto, as CIM dos 

compostos são mostradas na tabela 02. 

 

 3a 3b Anfotericina 

Candida glabrata 

ATCC 90030 

512 512 2 

(Galle; Gianinn, 2004) 

Candida albicans 

ATCC 76485 

64 512 0,5 

(Fontenelle et al., 2011) 

Candida krusei  

ATCC 6258 

32 512 0,5 

(Fontenelle et al., 2011) 

Candida parapsilosis  

ATCC 22019 

32 128 2 

(Fontenelle et al., 2011) 

Candida tropicalis     

ATCC 13803 

128 512 1 

(Fontenelle et al., 2011) 

Tabela 02: Valores de CIM dados em μg/mL. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2021. 
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Portanto, observou-se que o composto 3a apresentou melhores CIM, em 

relação ao composto 3b. Cabendo destacar, que se obteve melhores resultados, 

para 3a, contra as cepas de C. krusei e C. parapsilosis com uma CIM de 32 

μg/mL. 

Fontenelle et al., 2011, constataram que os valores de CIM do timol um, 

composto fenólico presente nos óleos essenciais, frente a cepas de Candida, 

que variaram entre 39 µg/mL, para Candida albicans e Candida tropicalis, a 150 

µg/mL, para Candida krusei e Candida parapsilosis. 

Em estudo realizado por Ahmad e colaboradores, em 2011, os quais 

relataram a faixa da CIM do timol e do cravacol, ambos produtos fenólicos 

extraídos de plantas, frente a Candida albicans, que são respectivamente, 100-

125 mg/L e 75 a 90 mg/L, demonstrando atividade fungicida. 

Adicionalmente, as estruturas dos compostos 1a-b, 2 e 3a-b não foram 

esboçadas, pois devido aos bons resultados biológicos, suas atividades foram 

patenteadas, e deve-se esperar a carência de um período de 18 meses de sigilo.  

 

6 CONCLUSÃO 

A reação O-alquilação dos substratos empregados na reação, se mostrou 

rápida fácil e robusta, apresentando excelentes rendimentos para os compostos. 

Além do mais, a adição do grupamento alquil, foi planejada, de maneira a 

diminuir a toxicidade dos compostos segundo a literatura e como revelam os 

resultados obtidos. De acordo com o teste de formação do complexo fenol-ferro, 

confirma que todas as reações ocorreram conforme o planejado, ou seja, 

perdendo a função fenol e ganhando a função éster. 

A caracterização do composto 3a alquilado por RMN de 1H e 13C estão de 

acordo com os dados descritos na literatura. E a caracterização de ambos 

compostos por RMN de 1H e 13C, estão de acordo com suas estruturas 

moleculares. Os resultados do teste de toxicidade frente a larvas de A. salina, 

revelou-se que ambos produtos derivados das reações são altamente tóxicos, o 

que é indicativo de possíveis atividades farmacológicas. 
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A avaliação da atividade antifúngica revelou que os compostos 

apresentaram atividade contra espécies do gênero Candida, em especial o 

composto 3a, que só não apresentou atividade contra a Candida glabrata, para 

as demais espécies sua CIM variou de 32 a 128 µg/mL, além desse, o composto 

3b apresentou boa atividade apenas contra a espécie Canddida parapsilosis, 

com CIM de 128 µg/mL. Essas informações revelam a importância de mais 

estudos que visem dar continuidade à descoberta das atividades que estas 

moléculas e seus derivados possam a vir expressar, afim da busca de novos 

candidatos a fármacos. 
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