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Resumo

Obijetivo: Investigar as propriedades anticancerigenas do eugenol usando métodos In silico. Metodologia: € um artigo
original utilizando a metodologia In silico atraves dos softwares PASS (Prediction of activity spectra for substances)
online e GUSAR disponiveis de forma gratuita e livre. Resultados: Os resultados do sistema operacional online PASS
demonstraram diversas atividades bioldgicas positiva, tais quais efeito antimutagénico, estimulante de caspase,
tratamento pré neoplésico e agonista de apoptose tendo uma probabilidade de atividade (PA) bem superior a 0,700.
Tais achados reforcam aos descritos na literatura que evidenciam um potencial antineoplésico devido o componente
ter efeitos antioxidante, e estar vinculado a expressdo de genes envolvidos na apoptose e inflamagéo. Tal como efeitos
na regulacdo negativa de Bcl-2, COX-2 e IL-1R, e acBes na regulagdo positiva de P53, Bax e expressdo ativa de
Caspase-3, caspase-9 além de induzir a via da apoptose mitocondrial. J& pelo software GUSAR, foi observado a
toxicidade, demonstrando que na categoria 4, estdo as vias de administracdo intravenosa, oral, e subcuténea, indicando
que é pouco toxico. JA na categoria 5 enquadra-se a via intraperitoneal é relativamente atéxico. Tal achado ainda é
obscuro e possui poucos artigos cientificos para o embasamento. Conclusdo: O Eugenol possui efeitos favoraveis para
o tratamento e prevencdo de diversos canceres e células mutagénicas, porém ainda ha pouco conhecimento sobre a
toxicidade deste componente. Assim, necessita de um maior aprofundamento sobre a temética.

Palavras-chave: Eugenol; Anticancerigeno; Antimutagénico; In silico.

Abstract

Obijective: To investigate the anti-cancer properties of eugenol using In Silico methods. Methodology: it is an original
article using the In silico methodology through PASS (Prediction of activity spectra for plants) software online and
GUSAR available for free and acessful. Results: The results of the online PASS operating system demonstrated
several positive biological activities, such as antimutagenic effect, caspase stimulant, pre-neoplasic treatment and
apoptosis agonist having a probability of activity (BP) well above 0.700. Such findings reinforce the others in the
literature that show an antineoplastic potential because the component has antioxidant effects, and is linked to an
expression of genes involved in apoptosis and inflammation. Such as effects on the negative regulation of Bcl-2,
COX-2 and IL-1R, and actions on the positive regulation of P53, Bax and active expression of Caspase-3, caspase-9 in
addition to inducing the pathway of mitochondrial apoptosis. As for the GUSAR software, toxicity was observed,
demonstrating that in category 4, they are intravenous, oral, and subcutaneous routes of administration, indicating that
it is not very toxic. In category 5, the intraperitoneal route is relatively non-toxic. This finding is still obscure and
there are few scientific articles to support it. Conclusion: Eugenol has favorable effects for the treatment and
prevention of various cancers and mutagenic cells, but there is still little knowledge about the toxicity of this
component. Thus, it needs to go deeper into the theme.

Keywords: Eugenol; Anticancerigen; Antimutagenic; In silico.

Resumen
Objetivo: Investigar las propiedades anticancerigenas del eugenol utilizando métodos In silico. Metodologia: se trata
de un articulo original utilizando la metodologia In silico a través del software PASS (Prediccion de espectros de
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actividad para sustancias) online y GUSAR disponible de forma gratuita y accesible. Resultados: Los resultados de
los sistemas operativos PASS en linea demostraron varias actividades bioldgicas positivas, como efecto
antimutagénico, estimulante de caspasa, tratamiento preneoplasico y agonista de apoptosis con una probabilidad de
actividad (PA) muy superior a 0,700. Dichos hallazgos refuerzan los descritos en la literatura, que muestran un
potencial antineoplasico debido a que el componente tiene efectos antioxidantes y esta ligado a la expresion de genes
involucrados en la apoptosis y la inflamacidn. Tales como efectos sobre la regulacion negativa de Bcl-2, COX-2 e IL-
1R, y acciones sobre la regulacion positiva de P53, Bax y expresion activa de Caspasa-3, caspasa-9 ademas de inducir
la via de apoptosis mitocondrial. En cuanto al software GUSAR, se observo toxicidad, demostrando que en la
categoria 4, se encuentran las vias de administracion intravenosa, oral y subcutanea, lo que indica que no es muy
toxico. En la categoria 5, la via intraperitoneal es relativamente no toxica. Este hallazgo ain es oscuro y hay pocos
articulos cientificos que lo respalden. Conclusién: El eugenol tiene efectos favorables para el tratamiento y
prevencion de varios canceres y células mutagénicas, pero aun hay poco conocimiento sobre la toxicidad de este
componente. Por tanto, es necesario profundizar en el tema.

Palabras clave: Eugenol; Anticancerigeno; Antimutagénico; In silico.

1. Introducéo

O cravo da india (Syzygium aromaticum) é uma especiaria pertencente a familia Myrtacea originada da Ilha Molucas,
localizado na Indonésia (Affonso, Rennd, Slana & Franca, 2012)

Diversos estudos fitoquimicos realizados com o cravo da india mostram uma grande proporcdo de éleo essencial,
chegando até 90%, onde o eugenol é o componente majoritério, seguido pelos compostos trans-cariofileno, acetato de eugenila
e a-humuleno (Paoli et al., 2007; Pereira et al., 2008).

Entre as atividades bioldgicas reveladas do eugenol, destacam-se as propriedades antibacteriana, antiflingica,
antioxidante, anti-inflamatdria, anestésica, antiviral, antihelmintos e anticancerigenas (Roque, 2014; Scherer, Wagner, Duarte,
Godoy, 2009).

No Brasil, esta especiaria chegou em 1770. Contudo, hoje esta entre o 3 © maior produtor do cravo-da-india, tendo
uma colheita de 6 mil toneladas /ano (Lutfi, Roque, 2014).

O eugenol mostrar-se como um liquido incolor, amarelo claro ou @mbar. Apresenta odor de cravo e gosto picante
(NTP, 1992). Em relagdo as suas propriedades anticancerigenos, estudos tem apontado que eugenol previne a progressao do
cancer por meio da modulagéo da expressdo de varios genes envolvidos no crescimento celular, angiogénese e apoptose (Al-
Sharif et al, 2013). Em um modelo de carcinogénese gastrica em ratos, realizado por Manikandan el al (2010), foi observado
que o eugenol induz a apoptose e inibe a invasdo e a angiogénese.

A previsibilidade computacional da atividade transige a beneficéncia de filtrar componentes que seriam considerados
vagamente promissores em fases ainda iniciais de uma pesquisa. As novas tendéncias sdo consideradas para o uso do de
metodologias In silico (Lutfi & Roque, 2014).

In silico é uma denotagdo para o uso de simula¢des computacionais que modelam um processo natural ou de
laboratdrio. Assim, tais programas utilizam do cruzamento de informagdes contidas em banco de dados e das formulages e
estruturas quimicas das substancias para preverem as propriedades, atividades biol6gicas, acfes toxidades, ou quaisquer outras
funcbes. (Filimonov et al, 2014).

A utilizacdo desta técnica foi Descrita pela primeira vez em 1989 no workshop "Autdématos Celulares: Teoria €
Aplicacbes"”, em Los Alamos (EUA) (Sotomayor & Schulten ,2007). Assim, essa ferramenta permite: otimizar a triagem,
testando apenas 0s compostos mais promissores; diminuir gastos, recursos, uso de animais; prever propriedades sobre a dose
media letal; entre outros beneficios. Contudo, ainda ha algumas barreiras do uso de seu método, tais como: o conhecimento
limitado por parte os profissionais e académicos, a maioria dos estudos estdo escritos em lingua estrangeira, dificultando o
acesso a muitos. E uma gama de programas excepcionais ndo sdo gratuitos, limitando o acesso de tal ferramenta (Danchin,
Medigue , Gascuel , Soldano & Henaut, 1991; Palsson, 2000).
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Dessa foram, o objetivo desse estudo foi investigar as propriedades anticancerigenas e toxicoldgicas do eugenol
usando softwares gratuitos.

2. Metodologia

Trata-se de um estudo In silico, quantitativo. A pesquisa quantitativa caracteriza-se pela utilizacdo de dados coletados
por meio do uso de medicOes de valores, a mensuracdo realizada através de nimeros com suas respectivas unidades (Gatti,
Witter & Vitorino,2015).

Para a realizacdo dos estudos In silico, as informacgdes quimicas como: estrutura quimica da molécula e massa
molecular do Eugnol foram obtidas no programa Chemdraw (http://www.chemspider.com/). Com esses dados foi possivel
realizar os estudos In silico proposto no trabalho.

O composto em estudo foi submetido aos softwares PASS (Prediction of activity spectra for substances) online e
GUSAR, disponiveis de forma gratuita.

O PASS online é um software gratuito criado para avaliar o potencial bioldgico geral de uma molécula orgéanica In
silico sobre o organismo humano, ele permite previsdes simultaneas de diversos tipos de atividades biol6gicas baseados na
estrutura quimica dos compostos organicos. Além disso o software proporciona a estimativa do potencial de atividade de uma
substancia, podendo esta ser classificada como indices Pa (probabilidade "de ser ativo™) e Pi (probabilidade "de ser inativo™), o
mesmo pode ser acessado pelo endereco: (http://www.pharmaexpert.ru/passonline/) (SRINIVAS et al., 2014). Esta ferramenta
computacional prevé com uma precisdo de 95% o espectro de atividade de um composto quimico especifico, calculando de
forma independente as duas probabilidades (Pa) e (Pi).

O software GUSAR (http://www.pharmaexpert.ru/gusar/index.html) avalia a decomposicéo de estruturas quimicas em
descritores que sdo comparados com o0s descritores de compostos disponiveis em um banco de dados de compostos
biologicamente ativos. Por meio desta ferramenta é possivel realizar o estudo In silico para determinacdo da dose letal em 50%
(LD50) em ratos dos compostos quimicos nas formas de administragdo subcutanea, intravenosa, via-oral e intraperitoneal
(Lagunin, 2011).

3. Resultados

Os resultados do sistema operacional online PASS sdo expressados como um valor de probabilidade de ser ativo (Pa)
e inativo (Pi). Para autenticar a atividade biolégica dos compostos encontrados na amostragem, decidimos por usar apenas 0s
valores de Pa acima de 0,700 (Parasuraman, 2011). A previsdo das atividades antimutagénica do Eugenol (Figura 1) que
apresentaram probabilidade de atividade (PA) maior que 0,700 (Tabela 1).

Figura 1. Estrutura quimica do Eugenol.
HO
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Fonte: Autores.
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Tabela 1. Potencial de atividade bioldgica com relagdo anticancerigenas previstas no PASS online.

Pa Pi Atividade
0,878 0,003 Antimutagénico
0,873 0,004 Estimulante Caspase 3
0,803 0,004 Tratamento pré-neoplasico
0,743 0,011 Agonista da apoptose

Fonte: Autores.

Na tabela verifica-se que o Eugenol possui muitas propriedades que podem ser consideradas como promissores
anticarcinogénicos. O mesmo apresentou um Pa > 0,7 para as atividades de Antimutagenese, estimulante de caspase 3, para o
agonista de apoptose e favoravel no tratamento pré neoplésico.

Ademais, para avaliacdo da toxicidade utilizou-se neste trabalho do software GUSAR. Pesquisando a DL50
do Eugenol pelo software, foi observado que na categoria 4, estdo as vias de administracdo Intravenosa, oral, e subcutanea,
indicando que é pouco téxico. J& na categoria 5 enquadra-se a via intraperitoneal é relativamente atoxico. Como mostrado nas
Tabelas 2, 3.

Tabela 2. Dose letal (DL50) esperada para o Eugenol em diferentes vias de administracgao.

Administracdo Administracdo o B Administracdo
) ) ) Administragéo oral
intraperitoneal intravenosa subcutanea
LD50 Log 10 (mg/ kg)
LD50 Log 10 (mg/ kg) LD50 Log 10 (mg/ kQg) LD50 Log 10 (mg/ kg)
500,6 59,49 1083 717,3

Fonte: Autores.

Tabela 3. Classificacdo aguda de toxicidade para roedores de produtos quimicos pelo projeto OECD.

Administracdo

Administragdo . Administracgéo oral Administracdo

) ] intravenosa

intraperitoneal subcutanea
Classe 5 Classe 4 Classe 4 Classe 4

Fonte: Autores.

4. Discussao

Relacionados com Tratamento pré-neoplasico e ou quimiopreventivo

Na pesquisa realizada por Min Ma et al, (2017), foi testado o uso de 1 mg de eugenol em ratos possuindo células em
fase pré-cancerigena de mama. Ela teve como resultado a possibilidade do Eugenol inibir significativamente o
desenvolvimento de lesdes pré-cancerosas da mama. Isso, através do bloqueio da sinalizacdo HER2 / PI3K-AKT rede e a
proliferacdo de células MCF-10AT positivas para HER-2. Tal achado resultou na apoptose da lesdo pré-cancerosa da mama
humana MCF-10AT (Ma, M.,2017). J& no trabalho de Moustafa Fathy, et al (2019), aponta que o efeito anticancerigeno

propiciado pela substancia atua de maneira dose-dependente.
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A via de sinalizacdo PI3BK/AKT/mTOR quando alterada estd amplamente presente em diversos processos neoplasicos,
issO por exercer papeis importantes tais como a proliferagdo, sintese proteica, sobrevivéncia e a motilidade das células
(Castaneda, Cortes, Gomez & Ciruelos, 2010; Fathy et al, 2019; Ghayad, & Cohen, P., 2010)

Os receptores da familia HER (ErbB) sdo atuantes como receptores de fatores de crescimento com atividade tirosina
cinase geralmente encontradas no processo de desenvolvimento, ndo encontrando em células adultas consideradas normais
hematopoiéticas, apenas quando estdo relacionadas a leucemias e linfomas (Freitas, 2008; Fruman & Rommel,2014).

O efeito antimutagénico do Eugenol apresentou um Pa=0,878. O estudo de Gokalp, Faik (2016) avaliou as estruturas
geométricas e eletronicas do Eugenol e concluiu que ao se dissolver no sangue ele pode interagir com radicais de outras
moléculas, podendo retardar a formacéo de células cancerigenas ao impedir a deterioragéo aos radicais.

O estudo de Bezerra, Daniel et al (2017) também complementaram tal descoberta ao afirmar que os mecanismos
atuantes contra as células cancerigenas estdo na acéo de prevencdo por efeito antioxidante e, por efeito pro-oxidante que mata
as células cancerigenas.

J& nos estudos de Jaganathan, Saravana Kumar et al (2011), foi observada diminuigdo da incidéncia e do tamanho dos
tumores de pele, juntamente com o aumento geral na sobrevida dos ratos devido ao tratamento com eugenol, em experimentos
com ratos contendo tumor de pele, sendo utilizados o eugenol por via oral 15 dias antes dos tratamentos quimioterapicos.
Houve assim, a reducdo do estagio displésico juntamente com a taxa reduzida de proliferacéo celular e 0 aumento do apoptose,
a regulacdo negativa da expressao de c-Myc, H-ras e Bcl2, juntamente com a regulagdo positiva de P53, Bax e expressao ativa
de Caspase-3 nas lesGes cutineas. J& o Bax é considerado um regulador do processo de apoptose, sendo ativado pela p53, e
atua regulando a apoptose esta negativamente ou positivamente dependendo de sua proteina ligante (Chiu, Xue,
Usuda Azizuddin & Oleinick, 2003; Faria, Patrocinio, Filho & Rabenhorst, 2006).

O gene p53 é ativado quando existe um dano celular, esse desempenha papel fundamental no desenvolvimento e
faléncia celular. Essa tem um papel importantissimo para prevenir a concentragdo de desregulacfes genéticas (Fett & Salles,
2002; Mitani, 2001)

As vias de sinalizacdo Ras/Raf/MEK/ERK podem atuar em diversos mecanismos de sobrevivéncia, migragao e
proliferacdo e por ativar varias vias de sinalizagdo tais como a ERK1/2 e PI3K; sendo muito estudadas nos processos de
tumorigénese (Meloche & Pouysségur,2007; Toft & Cryns,2011).

O gene bcl-2 é considerado anti-apoptotico, responsavel por regular a ativacdo de caspases, € por isso é considerado
favoravel quando sua expressdo é encontrada em carcinomas, como por exemplo o de mama (Derossi, Ito, Couto, José &
Bacchi, 2003; Facchini & Penn,1998; Kelly, Cochran, Stiles & Leder, 1983; Leve & Morgado-Diaz,2012; Marcu, Bossone &
Patel, 1992; Scarff. & Torloni,1968.)

No estudo de Arif Hussain et al (2011), foi avaliado o potencial quimiopreventivo do eugenol sozinho e em
combinagdo com um agente quimioterapéutico como a gencitabina. Constataram que a analise da expressdo de genes
envolvidos no apoptose e inflamacéo revelou significativa regulacdo negativa de Bcl-2, COX-2 e IL-1R no tratamento com
eugenol.

Ja nos estudos de Ali, Shakir et al (2014), relataram que o uso de Eugenol inibe a proliferacdo de células cancerigenas
hepaticas e a0 mesmo tempo diminui o estresse oxidativo, que pode ser o mecanismo de protecdo contra a cirrose hepatica

prevenindo o cancer de figado.

Relacionados com tratamento de Neoplasias
Eugenol tem propriedades anti-inflamatérias podendo ser utilizado para o tratamento do céncer de colo do

Gtero (Hussain et al, 2011). Quando € usado para células cancerigenas esse é responsavel por diminuir os tiéis intracelulares
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em proteinas e faz uma funcdo importante ao induzir a apoptose no HL60. Mostrando ser um potencial quimiopreventivo
contra o cancer de célon e na inibi¢do do crescimento de células cancerigenas da prostata (Olayioye , Neve , Lane, Hynes
,2000).

A atividade antiproliferativa do eugenol é devido em sua estrutura ter um anel aromatico. Esse, possui a capacidade de
bloguear o cancer de colo do Gtero pelo efeito apoptético de células Hela, que apresentou forte atividade na concentracdo
abaixo de 50 ppm, capaz de induzir células cancerigenas do colo do Utero apoptéticas até 50% (Rahman, Haykal, Siagian
Sriepindonnta & Tampubolon, 2018).

O Eugenol apresentou Pa= 0,873 para estimulacdo de caspase-3. De acordo com os estudos de Mingxia Jiang, et al
(2020), um dos mecanismos de sobrevida das células tumorais estd na desativagdo do processo de morte celular. Por isso,
muitos estudos segundo o artigo concentram se nas pesquisas com a caspase 3, uma vez que esta é responsavel por ativar tanto
0 processo de pioptose, quanto por apoptose. Ademais, segundo Huang, Q et al (2011), a caspase 3 também est4 inserida no
processo de mediacdo do aumento no tamanho dos tumores sujeitos a tratamento radioterapico.

Segundo Liang, Wei-Zhe et al (2015) a interferéncia por via de caspases, também tem efeitos benéficos em células de
glioblastoma humano. Averigou que essa substancia acarreta no aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio, e reduz
o0 potencial da membrana mitocondrial, causando a liberacdo do citocromo c e na ativacdo das caspase-9 e a caspase-3, pode
também induzir a via da apoptose mitocondrial.

Ademais no estudo de Ali, Shakir et al (2015) concluiu que o tratamento com Eugenol inibiu o crescimento e a
proliferacdo de células humanas de cancer de mama MCF-7 através da inducéo de morte celular, sendo essa substancia dose
dependente. No estudo demonstrou que as células tratadas com eugenol obteve um encolhimento celular, sangramento da
membrana e a formagdo de corpo apoptdtico. Além disso, o tratamento com eugenol também diminuiu o nivel de glutationa
intracelular e aumentou o nivel de peroxidacéo lipidica.

No estudo realizado por Syed S. Islam e Abdelilah Aboussekhra (2019), feito In vitro, observou-se sobre a eficicia da
combinacdo da cisplatina com o eugenol em duas células cancerigenas do ovério linhas SKOV3 e OV2774 usando as técnicas
WST1 e citometria de fluxo, demonstrando que essa associacdo pode inibir sinergicamente tanto o crescimento, quanto a
sobrevivéncia das células tumorais através da inducdo de apoptose.

Efeitos toxicos do Eugenol

A literatura ndo ha muitos artigos relatando sobre os efeitos téxicos em humanos. Contudo, devido a este componente
ser utilizado em larga escala como anestésico em animais (Gressler, Heinzmann, Baldisserotto, 2021), a maior parte de estudos
envolvendo sobre sua toxicidade é relatada em peixes ou animais aquaticos.

Segundo Rothenstein et al (1983), este componente possui boa aceitacdo no uso tépico, sendo muito utilizado na
indUstria cosmética.

Na pesquisa de Goulet et al (2010) realizada com sapos africanos evidenciou danos renais e hepaticos dose e tempo
dependentes ao serem expostos ao eugenol por 24 ou 72h. Contudo, ap6s a interrupcdo da exposicdo esses danos foram
reversiveis.

Nos estudos feitos por Grush et al. (2004) em Pseudoplatystoma corruscans jovens, ao introduzirem no aquario
eugenol na dose de os peixes apresentaram hiperatividade, demonstrando comportamento de “tosse" com reflexo de
regurgitacdo, tendo o L50 estimado de 96 horas em 21 ppm.

J& de acordo com os estudos de Martindale (1989) no ser humano a dose diaria permitida para o eugenol é estimada
em 2,5 mg/kg.
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Ademais, VIDAL et al. (2008), avaliaram em Oreochromis niloticus que concentragdes acima 81,97mg L - foram
toxicos e 184,26mg L ! letais para esta espécie. Variando desta maneira a toxicidade e letalidade de acordo com cada

organismo, seu tamanho, e composi¢o estrutural e metabolismo.

5. Conclusdo

O presente estudo demonstrou que o Eugenol possui elevado potencial de efeito antimutagénico. Ademais, vale
ressaltar que pouco se sabe sobre sua toxicidade. Portanto, vé- se que necessitam de mais estudos e investimentos tecnélogos
para a realizacdo de ensaios pré clinicos com estudos In vivo e In vitro, com o objetivo de avaliar os efeitos biolégicos
mostrados no programa In Silico. Dessa forma, havera uma melhor compreensdo de seus efeitos, além do desfrute de seus
beneficios com menores efeitos adversos.
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