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Carvacrol e Seus Derivados Semissintéticos como
Potenciais Agentes Antibacterianos

Carvacrol and its Semi-synthetic Derivatives as Potential Antibacterial
Agents

Isabelle H. Castro,>*™ Fabricio A. A. Oliveira,® Carla C. Perez,>* Marcelle L. F. Bispo®*

Pathogenic bacteria resistance is a huge concern for global public health because several infectious
diseases, such as tuberculosis and pneumonia, before easily treatable, became dangerous due to the
lack of effective and safe drugs to fight them. Thus, searching for new substances with activity against
resistant bacteria is necessary, which may become future drug candidates to combat these infections. In
this context, stands out the carvacrol, a phenolic monoterpene produced by several aromatic plants, with
important antimicrobial properties reported in the literature. Furthermore, several carvacrol derivatives
were obtained by semisynthesis to optimize their physical properties and biological activities. Therefore,
the present study aims to gather and discuss pieces of evidence of antibacterial activity exhibited by
carvacrol and its derivatives.
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1. Introducao

1.1. Bactérias

Bactérias sdo microrganismos unicelulares cuja estrutura celular € constituida basicamente
por uma membrana plasmatica que delimita o citoplasma, onde se encontram dispersos os
ribossomos, organelas responsaveis pela sintese de proteinas, e o material genético. Devido a
auséncia de uma membrana nuclear, sdo classificadas como seres procariontes.

A maioria das bactérias também possui uma parede celular, localizada externamente a
membrana plasmatica, cuja principal funcéo € conferir rigidez e prevenir a ruptura da célula em
casos de alta pressido osmédtica interna, determinando seu formato. Essa estrutura € quimicamente
composta por peptideoglicano, um heteropolissacarideo formado por unidades sacaridicas de
N-acetilglicosamina e dcido N-acetilmuramico, unidas por ligagoes cruzadas de pentapeptideos.
No entanto, a localizacdo e a espessura da camada de peptideoglicano pode variar entre as
bactérias, logo essas diferengas sdo utilizadas para classifica-las em dois grandes grupos de
acordo com o tipo parede celular: Gram-positivas e Gram-negativas.

Essa denominacio € atribuida com base em um tipo de procedimento de coloragido das
células bacterianas, desenvolvida pelo bacteriologista Hans Christian Joachim Gram em 1884.!
Ap6s aplicagdo de um corante basico seguido do tratamento com etanol, as bactérias Gram-
positivas retém o corante, enquanto as Gram-negativas descoram. Assim, € preciso utilizar um
outro corante para que seja possivel observar as Gram-negativas.” Essa coloracao diferencial é
possivel pois as paredes celulares de bactérias Gram-positivas apresentam uma espessa camada
de peptideoglicano contendo acidos teicoicos. Em contrapartida, a parede celular das bactérias
Gram-negativas é composta por poucas camadas de peptideoglicano, circundadas por uma
membrana externa que contém lipopolissacarideos, que funcionam como endotoxinas, sendo
responsdveis pelo inicio da sepse causada por bactérias Gram-negativas.

Apesar da coloracdo de Gram ter grande importancia para a classificacdo das bactérias,
ndo sdo todas que se coram adequadamente por essa técnica. Por exemplo, as micobactérias,
que compreendem as bactérias do género Mycobacterium, apresentam em suas paredes
celulares uma camada rica em lipideos, chamados de acidos micdlicos. Esses componentes
estdo ligados a polissacarideos denominados arabinogalactanos que, por sua vez, revestem
a camada de peptideoglicano. Dessa forma, essas estruturas conferem uma camada cerosa
a superficie celular, que impede a coloragdo adequada pela técnica de Gram e, portanto, as
micobactérias sao classificadas como dlcool-acido resistentes. Nesses casos, utiliza-se uma
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técnica desenvolvida por Franz Ziehl e Friedrich Neelsen
em 1882, denominada coloracdo de Ziehl-Neelsen. Esse
método utiliza uma mistura do corante fucsina (de carater
basico e cor vermelha) e fenol, que possui papel de ampliar
a penetragdo do corante, com posterior utilizagdo do contra
corante azul de metileno.*

As bactérias exercem um papel imprescindivel para
a manuten¢do da vida na Terra, estando amplamente
distribuidas no meio ambiente, além de estarem presentes
na microbiota animal. Por exemplo, em um ser humano
adulto, hd cerca de cem vezes mais células procariéticas do
que eucaridticas, gracas a presenca da microbiota que, dentre
outras funcdes, possui um papel muito importante na defesa
do organismo contra outros microrganismos que tenham
potencial patogénico através da producdo de substincias
microbicidas. Além disso, as bactérias da microbiota
exercem papel fundamental no trato gastrointestinal, para
garantir que haja a metabolizagdo e absorc¢ao dos nutrientes
obtidos na alimentagdo.’

Contudo, a existéncia de bactérias patogénicas ainda
é uma grande preocupagdo para a populagdo humana.
Algumas acarretam problemas ao trato gastrointestinal
como, por exemplo, a bactéria Gram-negativa Vibrio
cholerae, causadora da célera. O trato geniturindrio
também pode ser contaminado por bactérias, como
Neisseria gonorrhoeae, causadora da gonorreia, um tipo
de infec¢do sexualmente transmissivel. H4, ainda, as que
comprometem a pele e as mucosas, como a Leptospira
interrogans, causadora da leptospirose em humanos, ou a
Borrelia burgdorferi, causadora da doenca de Lyme, que €
transmitida por carrapatos.®

Por fim, existem as bactérias que acometem o sistema
respiratério, como o Mycobacterium tuberculosis, uma
micobactéria também conhecida como bacilo de Koch,
causadora da tuberculose (TB). A TB é uma doenca
negligenciada que afeta milhdes de pessoas anualmente,
principalmente populagdes vulnerdveis e de baixa
renda.” De acordo com a Organizagdo Mundial da Saide
(OMS), o nimero de 6bitos por TB, em 2019, foi de 1,2
milhdo entre pessoas negativas para o virus HIV (virus
da imunodeficiéncia humana) e 209 mil entre pessoas
soropositivas. Em 2020, devido a pandemia de COVID-19
(sigla em inglés para “coronavirus disease 2019”), esses
numeros aumentaram ainda mais, em decorréncia da
dificuldade de acesso ao tratamento, passando para 1,3
milhdo de 6bitos entre pessoas soronegativas e 214 mil entre
pessoas soropositivas.®

1.2. Resisténcia bacteriana

O tratamento para infec¢des bacterianas se da pelos
farmacos antibacterianos, conhecidos como antibiéticos,
que foram historicamente responsaveis pela diminuicio
das taxas de morbidade e mortalidade associadas a essas
infec¢des.”No entanto, as bactérias podem sofrer alteragdes,
em adaptacdo e resposta ao medicamento utilizado, o que
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da origem ao processo denominado resisténcia bacteriana.
Uma vez que as cepas das bactérias se tornam resistentes
a antibidticos, a infecg¢do provocada por elas se torna um
obstaculo muito maior do que aquelas causadas por bactérias
sensiveis, o que leva ao aumento dos custos de tratamento,
prolongamento de hospitalizacdes e, por conseguinte,
aumento da mortalidade.'®

A resisténcia bacteriana € um processo que ocorre
naturalmente, entretanto, o uso irracional e incorreto
dos antibidticos contribui para que aconteca em maior
velocidade e, dessa forma, é uma preocupagdo crescente
que acomete o mundo todo.'” As bactérias podem ser
resistentes devido a alguma caracteristica estrutural ou
funcional pertencente a espécie, sendo denominada como
resisténcia intrinseca ou natural. Outra possibilidade € a
resisténcia ndo natural ou adquirida, que pode acontecer
por meio de mutagdes no DNA do microrganismo ou pela
transferéncia horizontal de genes, mecanismo pelo qual a
bactéria pode adquirir genes de resisténcia provenientes de
outros microrganismos.’

Os principais mecanismos pelos quais uma bactéria pode
ser resistente aos antimicrobianos sio: inativagdo enzimatica;
modifica¢do do alvo do antibidtico; bombas de efluxo e
alteragdo na permeabilidade da membrana plasmaética.
A inativacdo enzimdtica se d4 quando o microrganismo
produz um tipo de enzima capaz de alterar propriedades
do farmaco, promovendo a sua degradacdo e inativacio.
A modificacdo estrutural do alvo molecular dificulta ou
impede a interacdo entre firmaco e a macromolécula-
alvo, conferindo resisténcia. Ja as bombas de efluxo nio
permitem que haja uma alta concentragao do farmaco no
meio intracelular, uma vez que transportam a substancia
para o meio extracelular, impedindo a sua ag@o. Por fim,
as bactérias podem promover alteracdes na quantidade de
lipopolissacarideos ou de porinas na membrana plasmatica,
o que confere mudanga na permeabilidade, criando um
impasse para a agio de farmacos.’

No ano de 1960, ap6s a descoberta de cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a penicilina G (1, Figura
1), outro antibidtico beta-lactamico denominado meticilina
foi langado no mercado (2, Figura 1). Entretanto, jaem 1961,
foram descobertas cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA, do inglés “methicillin-resistant Staphylococcus
aureus”), cujo mecanismo de resisténcia esta relacionado
a alteracdo do alvo molecular do farmaco. Uma vez
que a resisténcia a meticilina passou a ser disseminada
pelos microrganismos, deu-se inicio a utilizagdo dos
glicopeptideos como alternativa terapéutica.''

A vancomicina (3, Figura 2) é um glicopeptideo
bastante utilizado em tratamentos de infec¢des provocadas
por MRSA. Contudo, essa prética pode ter sido a razdo
do surgimento de cepas de Enterococcus spp. resistentes
a vancomicina (VRE, do inglés “vancomycin-resistant
Enterococcus”) no ano de 1988. O mecanismo de resisténcia
se da por alteragdes em sua parede celular, o que impede a
ligagdo do farmaco no alvo molecular.!!
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Figura 1. Estruturas quimicas das penicilinas: penicilina G (1) e
meticilina (2)
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Figura 2. Estrutura quimica do glicopeptideo vancomicina (3)

Algumas bactérias podem ser resistentes a mais de
um medicamento, o que torna o tratamento ainda mais
complexo. Como exemplo, pode-se citar a TB, cujo
tratamento de primeira escolha consiste em uma associacio
de medicamentos, como rifampicina (4, Figura 3), isoniazida
(5, Figura 3), pirazinamida (6, Figura 3) e etambutol (7,
Figura 3). No entanto, existem cepas de M. tuberculosis
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Figura 3. Estruturas quimicas dos firmacos de primeira escolha
utilizados no tratamento da tuberculose: rifampicina (4), isoniazida (5),
pirazinamida (6) e etambutol (7)

multirresistentes (MDR-TB, do inglés “multidrug-resistant
TB”), que sdo resistentes a isoniazida e rifampicina e, por
isso, s@o praticamente incurdveis por meio desse esquema
terapéutico. Portanto, a disseminacgio continua da MDR-TB
¢ uma preocupacdo crescente para a saude puiblica, uma
vez que dificulta ainda mais o controle global da doenga.'?

Além de serem resistentes a rifampicina (4, Figura 3) e
isoniazida (S, Figura 3), existem cepas de M. tuberculosis
extensivamente resistentes (XDR, do inglés “extensively
drug-resistant”) que também apresentam resisténcia a
alguma das fluoroquinolonas (como o levofloxacino, 8,
Figura 4) e, a pelo menos, um farmaco injetével de segunda
escolha (como a capreomicina, 9, Figura 4). MDR-TB e
XDR-TB requerem mais tempo para o tratamento, além de

$

Figura 4. Estruturas quimicas dos farmacos de segunda escolha usados no tratamento da tuberculose:
levofloxacino (8) e capreomicina (9)
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exigirem o uso de farmacos de maior custo e que causam
mais reagdes adversas do que aqueles de primeira escolha
(Figura 3).1

Desse modo, a resisténcia bacteriana se torna uma
preocupagdo global e crescente a cada ano. O surgimento
e disseminacdo de linhagens resistentes, em conjunto
com a identificagdo de novos mecanismos de resisténcia
a farmacos, ameaga o combate as doengas bacterianas
infecciosas, em especial aquelas de dificil tratamento,
como a TB.

1.3. Descoberta e desenvolvimento de novos farmacos
antibacterianos

Apesar da diminuicdo da eficdcia dos antibiéticos
ao longo das dltimas décadas, houve baixo investimento
para a descoberta e desenvolvimento de novos agentes
antibacterianos, levando poucos candidatos a ensaios
clinicos. Isso pode ser comprovado pelo relatério publicado
pela OMS em abril de 2021, que analisou os agentes
antibacterianos que estavam em desenvolvimento clinico
e pré-clinico em 2020, os quais poderiam potencialmente
atingir os pacientes nos préximos 8 a 10 anos. Essa andlise

foi realizada considerando formacos que atuam em bactérias
resistentes a medicamentos descritos na lista de prioridades
da OMS (Tabela 1), em Mycobacterium tuberculosis e em
Clostridioides difficile. Esse relatério mostrou que existem
apenas 68 candidatos sob investigacao, sendo 43 antibiéticos
tradicionais e combina¢des com uma nova entidade quimica
e 27 agentes antibacterianos ndo tradicionais (por exemplo,
medicamentos moduladores do microbioma, anticorpos,
agentes imunomoduladores e enzimas derivadas de fagos).
Dos 43 antibidticos tradicionais, 12 estdo sendo desenvolvidos
para atuar contra M. tuberculosis, 5 contra C. difficile e 26
contra patdgenos prioritirios da OMS, sendo que a maioria
deles se encontra em fase I de ensaios clinicos.'

Na Figura 5, pode-se verificar a quantidade de novos
antibacterianos aprovados pela primeira vez por agéncias
regulatérias ao redor do mundo (como United States Food
and Drug Administration — FDA; European Medicines
Agency — EMA; entre outras), nos ultimos 20 anos (2001-
2021). Vale ainda destacar que apenas dois sdo para o
tratamento da tuberculose.

Portanto, de um modo geral, o pipeline clinico e os
antibidticos recentemente aprovados sdo insuficientes para
enfrentar o desafio de conter o surgimento e a disseminacio

Tabela 1. Lista global de patégenos prioritdrios de bactérias resistentes a antibiéticos elaborada pela

OMS em 2017"

Prioridade

Patogenos (resisténcia)

Acinetobacter baumannii (carbapenémicos)

1) Critica

Pseudomonas aeruginosa (carbapenémicos)

Enterobacteriaceae (carbapenémicos e cefalosporinas de 3* gera¢ao)

Enterococcus faecium (vancomicina)
Staphlococcus aureus (meticilina e vancomicina)

2) Alta

Helicobacter pylori (claritromicina)
Campylobacter (fluoroquinolonas)

Salmonella spp., (fluoroquinolonas)
Neisseria gonorrhoeae (cefalosporinas de 3* geragio e fluoroquinolonas)

Streptococcus pneumoniae (nao susceptivel a penicilinas)

3) Média

Haemophilus influenzae (ampicilina)

Shigella spp. (fluoroquinolonas)

Numero de antibacterianos aprovados

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Ano de aprovagdo

Figura 5. Novos farmacos antibacterianos aprovados pela primeira vez entre os anos de 2001 a 2021
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da resisténcia bacteriana. Além disso, com a falta de
farmacos para a prevencdo e tratamento de infeccdes,
procedimentos extremamente necessarios e realizados na
medicina moderna como transplante de 6rgdos, partos
cesdreos ou até mesmo quimioterapias, podem trazer
muito mais riscos aos pacientes.'” Com isso, nota-se a
extrema necessidade de que haja, ndo apenas mudancas
nos maus habitos de consumo de antibiéticos, mas também
o investimento na pesquisa para a descoberta de novos
farmacos antibacterianos, fundamentais para a manutenc¢ao
da saude de toda a populag@o.

Nesse contexto, os produtos naturais vém sendo
amplamente utilizados como fonte de novos farmacos. Por
exemplo, entre os anos de 1981 e 2019, dos 162 agentes
antibacterianos aprovados, 78 eram produtos naturais
inalterados ou derivados de produtos naturais, confirmando
seu protagonismo no campo da descoberta de novos
farmacos antimicrobianos.'®

2. Carvacrol

O carvacrol (10, Figura 6) ¢ um monoterpeno fendlico,
produzido por grande nimero de plantas aromaticas, como
diversos tipos de orégano (Origanum vulgare, Origanum
majorana, Origanum dictammus, entre outros) e tomilho
(Thymus vulgaris, Thymus zygis, etc.). Atualmente, é
bastante utilizado como aromatizante e conservante nos
alimentos, na fragrancia de formulacdes cosméticas e como
desinfetante e fungicida. Além disso, ja foram relatadas
diversas atividades bioldgicas exercidas pelo carvacrol,
tais como espasmolitica'”!%; vasodilatadora'®*’; moduladora
de enzimas metabdlicas?"??; anti-inflamatdria®®-?4;
antioxidante®%; antidepressiva?’; ansiolitica®; protetora
e regeneradora de 6rgdos danificados®+’; antifiingica’'*
e, em especial, atividade antibacteriana, contra bactérias
Gram-negativas e positivas.*

;::::: Antibacteriana

Espasmolitica
Vasodilatadora

AN

Modulagdo de enzimas
metabdlicas

Dentre essas diversas atividades bioldgicas (Figura 6),
destaca-se a antimicrobiana, uma vez que o carvacrol se
mostrou ativo frente a microrganismos deteriorantes de
alimentos e patogénicos de plantas, humanos e animais.
Entre esses microrganismos, estdo: Aspergillus flavus,
Bacillus cereus, Candida albicans, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus (MRSA),
entre diversos outros.* Tendo em vista o grande potencial
antimicrobiano apresentado pelo carvacrol, o objetivo
deste trabalho € apresentar as possiveis aplicagcdes desse
monoterpeno, bem como de alguns de seus derivados
semissintéticos, na busca por substincias bioativas e na
descoberta de novos farmacos, sobretudo, uteis no combate
a bactérias resistentes.

2.1. Atividades antibacterianas do carvacrol

O carvacrol exerce atividade antibacteriana de amplo
espectro, tanto frente a bactérias Gram-negativas quanto
Gram-positivas, isoladas de alimentos ou clinicamente.
Existem relatos na literatura da atividade do carvacrol contra
Vibrio cholerae, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
fluorescens, entre outras bactérias.>>-

Das e colaboradores (2021) demonstraram a atividade
anti-viruléncia do carvacrol contra a bactéria Vibrio cholerae,
causadora da cdlera, em concentragdes sub-inibitorias.
No estudo, a concentrag@o inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM) do carvacrol frente
a V. cholerae N16961 foram de aproximadamente 1000
micromolar (uUM), portanto, a concentracio sub-inibitéria
utilizada para os demais experimentos foi de metade da
CIM (500 uM) e de um quarto da CIM (250 uM). Nessas
concentragdes de carvacrol, experimentos in vifro mostraram
que houve diminuicdo da habilidade do V. cholerae em
penetrar a camada de mucina, menor producio de citocina
colérica e redugao da expressao de gene de viruléncia. Além
disso, por meio de ensaios in vivo, o carvacrol dificultou a

Anti-inflamatéria
Antioxidante

Antidepressiva
Ansiolitica

Protecdo e regeneracdo
de 6rgdos danificados

Figura 6. Estrutura quimica do carvacrol (10) e suas respectivas potenciais atividades bioldgicas®
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adesdo da bactéria a células ileais de coelhos. Desse modo,
os pesquisadores conseguiram demonstrar pela primeira
vez que, mesmo em concentragdes sub-inibitérias, o
carvacrol pode inibir o crescimento e a viruléncia da bactéria
V. cholerae.®

Mauriello e colaboradores (2020) prepararam diferentes
emulsdes de carvacrol usando proteinas isoladas do soro
de leite (WPI) e particulas de microgel (WPM), que foram
caracterizadas quanto ao tamanho, estabilidade, liberacdo e
solubilidade. Posteriormente, as emulsdes foram avaliadas
frente a bactéria Gram-negativa Pseudomonas fluorescens
e a Gram-positiva Staphylococcus epidermidis. A amostra
contendo apenas 6leo de girassol como veiculo nado
demonstrou atividade inibitéria ou bactericida alguma em
concentragdes equivalentes aquelas utilizadas nas amostras
com 25% de carvacrol. Contudo, o carvacrol (98% de
pureza) apresentou atividade microbicida e inibitéria em
baixas concentragdes (menores ou iguais a 500 mg.L!)
frente a ambos os microorganismos avaliados. As emulsdes
WPI e WPM, a 50 e 75% de carvacrol, mostraram efeito
inibitério compardvel aquele obtido pelo carvacrol a 98%.
Com relacdo ao efeito microbicida, apenas as emulsdes WPI
e WPM contendo carvacrol a 75% exibiram atividade frente
a P. fluorescens e S. epidermidis comparavel aquela exibida
pelo carvacrol em seu estado de pureza (98%).*

Falsafi e colaboradores (2014) registraram os
efeitos do carvacrol frente a bactéria Gram-negativa
Helicobacter pylori, responsavel por infec¢des que
acarretam inflamacdes persistentes na mucosa géstrica, o
que leva ao desenvolvimento de diferentes lesdes, como
gastrite cronica, ulcera péptica e cincer gastrico.’”®
Neste estudo, foram avaliados o 6leo essencial de
Sartureja bachtiarica, cujo componente majoritario é
o carvacrol, bem como este monoterpeno isolado. Dez
cepas isoladas de H. pylori com padrdes de resisténcia
a diversos antibacterianos foram utilizadas e a atividade
antimicrobiana foi analisada pelo método de difusdo de
disco, em que ¢ medida pelo didmetro da zona de inibicéo,
medido em milimetros (mm). A média da atividade
antibacteriana exercida pelo 6leo essencial de S. bachtiarica
foi de 17,6 + 1,1 mm, enquanto a média obtida a partir do
carvacrol isolado foi ainda maior (29,1 + 3,4 mm).*’

No estudo de Mooyottu et al. (2017), o carvacrol
demonstrou atividade contra a bactéria formadora de esporos
Clostridium difficile, causadora de uma doenca entérica
mediada por toxinas em humanos. A esporulagdo € um fator
de viruléncia critico para a patogenia da bactéria, permitindo
que os esporos sobrevivam em ambientes com condig¢des
desfavordveis e sejam transmitidos com maior facilidade.
Desse modo, os pesquisadores investigaram o potencial do
carvacrol em inibir a producdo, germinacio e crescimento
in vitro dos esporos de C. difficile, o que poderia auxiliar
efetivamente no controle da infeccdo, transmissao e recidivas
da doenca entérica. O carvacrol foi avaliado frente a dois
isolados hipervirulentos de C. difficile (ATCC BAA 1805 e
1870). A CIM obtida foi de 1200 uM para ambos, enquanto
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as duas maiores concentragdes sub-inibitdrias foram de 900
UM (ATCC BAA 1805) e e 600 uM (ATCC BAA 1870).
Em amostras contendo ambos os isolados, tratadas com
carvacrol em concentragdes sub-inibitérias, houve uma
diminuigdo significativa na contagem de esporos.*

Com relagd@o ao crescimento de esporos, o carvacrol
promoveu diminuicdo e inibi¢do total nas concentragdes
de 600 uM e 1200 pM, respectivamente, para ambas as
cepas testadas. Também foram investigados os efeitos
do carvacrol sobre a expressao de genes produtores de
esporos. Desse modo, ao comparar o nimero de células
vidveis em amostras tratadas com o carvacrol e no controle
ndo tratado, os pesquisadores notaram que ndo havia
diferenca, o que levou a conclusdo de que a diminuicdo da
formacao de esporos em amostras tratadas com carvacrol
nao era decorrente da inibicao do crescimento bacteriano,
mas sim, pela habilidade do composto em reduzir a
transcricdo de genes de viruléncia, associados a producdo
de esporos.®

Além de exercer atividade antimicrobiana frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, o carvacrol
se mostrou eficaz contra micobactérias e, entre elas, estdo
cepas de Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium
bovis. Andrade-Ochoa e colaboradores (2015) estudaram
a atividade bacteriana in vitro do carvacrol sobre cepas
H37Rv de M. tuberculosis ¢ AN5 de M. bovis, tendo
suas CIM resultantes nos valores de 13,45 e 34,62 uM,
respectivamente. No estudo, o carvacrol foi um dos
terpenos que exibiu atividade antimicobacteriana de maior
eficiéncia, em comparagdo aos outros compostos fenélicos
estudados. Os pesquisadores também demonstraram que o
carvacrol apresentou baixa citotoxicidade em macréfagos da
linhagem J774A, indicando que esse monoterpeno apresenta
seletividade e potencial como agente antimicobateriano.*

2.2. Possiveis mecanismos de acdo antibacteriana do
carvacrol

Um dos mecanismos de agdo antibacteriana do
carvacrol pode ser atribuido a sua natureza hidrofébica,
o que lhe permite interagir com as membranas celulares
bacterianas, acarretando uma mudanga de conformacgdo
na bicamada lipidica da membrana. Consequentemente,
ocorre a interrupgao na fungio celular normal, o que provoca
aumento da permeabilidade de ATP e liberag@o de outros
componentes celulares.®

Existem evidéncias que mostram que o grupamento
hidroxila do carvacrol, juntamente com a presenca de um
sistema com elétrons deslocalizados, funcionam como um
transportador de préton transmembrana. Sua estrutura nao
ionizada permite sua difusdo pela membrana plasmatica,
fazendo com que o carvacrol alcance o citoplasma, onde
posteriormente ocorre a ionizagdo do grupo hidroxila e a
liberag@o do préton (Figura 7A). Entdo, no meio intracelular
o carvacrol ionizado forma uma sal com fons potéssio (K*),
retornando para o meio extracelular, atuando assim como
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Figura 7. A) Ionizagdo do carvacrol no citoplasma, levando a perda do
proéton do grupo hidroxila. B) Formagao do sal potassico no citoplasma
que favorece o transporte de {fons pelas membranas

um transportador de fons transmembrana (Figura 7B).
Sendo assim, o carvacrol € capaz de alterar o gradiente
i6nico através da membrana citoplasmatica, resultando no
colapso da forca motriz de prétons e depleciao do pool de
ATP, resultando na morte celular.?*#!

Em concentragdes subletais de carvacrol, definidas
no estudo de Di Pasqua e colaboradores (2006) como a
concentra¢do mais alta que ainda permite o crescimento
bacteriano a temperatura 6tima (Tabela 2), foram observadas
mudancas na composicdo de dcidos graxos da membrana
plasmatica de células bacterianas, com aumento do contetido
de 4cidos graxos insaturados.*

3. Derivados e Analogos do Carvacrol

Conforme exposto anteriormente, o carvacrol possui
muitas propriedades importantes e, em varios estudos,
demonstrou o seu potencial antibacteriano. No entanto,
estratégias de modificacdo molecular podem ser utilizadas
para o planejamento de derivados e andlogos estruturais
dessa substancia, visando otimizar suas propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas e em seus mecanismos
de acdo. Desse modo, serdo apresentados a seguir, estudos
que relatam a sintese de diversos derivados do carvacrol que
apresentaram atividades frente a diversas bactérias.

3.1. Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

3.1.1. Derivados com substituintes no anel benzénico

Edwin e colaboradores (2006) realizaram um estudo
acerca da molécula do carvacrol, com o objetivo de
determinar quais 0s requisitos estruturais essenciais para a
atividade antimicrobiana do composto. Para isso, utilizaram
uma abordagem de comparagdo entre o carvacrol (10) e
dois grupos de andlogos. O primeiro contém moléculas
em que cada um dos substituintes originalmente presentes
no anel benzénico do carvacrol (metila, isopropila e
hidroxila) foi removido, originando, respectivamente:
3-isopropilfenol (11); o-cresol (12); e p-cimeno (13). No
segundo grupo, os andlogos planejados possuem os grupos
amino e metila no lugar da hidroxila do carvacrol, levando
ao 2-amino-p-cimeno (14) e ao 3,4-dimetil-cumeno (15)
(Figura 8).%

Em seguida, os compostos foram testados frente a culturas
de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus
(ATCC 6538). A CIM foi definida como a menor
concentracdo na qual ndo foi observado aumento na
densidade 6ptica depois de 18 horas, enquanto a CBM foi
definida como a menor concentra¢do na qual ndao houve
deteccdo de bactérias vidveis (Tabela 3).+

De acordo com os diferentes valores de CIM e CBM
obtidos para cada substincia, foi possivel observar que o
carvacrol (Tabela 3, entrada 1) apresentou a maior atividade

Tabela 2. Concentragdes antibacterianas subletais de carvacrol obtidas por Di Pasqua e

colaboradores (2006)*

Linhagens de bactérias

Concentracio maxima subletal
de carvacrol (uM)

Escherichia coli O157:H7 (ndo patogénica)

ATCC 43888

Salmonella enterica serovar Typhimurium

ATCC 14028

Pseudomonas fluorescens
NCIMB 10586

Brochothrix thermosphacta
NCTC 10822

Staphylococcus aureus
NCTC 6571

5192,38

6457,20

12248,70

5192,38

6457,20
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Figura 8. Estrutura do carvacrol e substancias relacionadas avaliadas por Edwin e colaboradores

Tabela 3. Valores de CIM e CBM do carvacrol e compost

(2006)*

os relacionados frente a E. coli e S. aureus®

Entrada Composto £ coll S aureus
CIM (uM) CBM (uM) CIM (uM) CBM (uM)
1 Carvacrol (10) 1200 1300 1700 1800
2 3-isopropilfenol (11) 1700 1800 2600 3000
3 o-cresol (12) 3000 3400 3000 3600
4 2-amino-p-cimeno (14) 4000 4250 5900 >6000
5 p-cimeno (13) >36000 >36000 >36000 >36000
6 3,4-dimetilcumeno (15) >36000 >36000 >36000 >36000

dentre os compostos testados. Dentre os compostos que
apresentaram atividade (Tabela 3, entradas 1-4), todos
obtiveram CIM frente a S. aureus cerca de 1,5 vezes maiores
do que aquelas obtidas frente a E. Coli, exceto para 12
(Tabela 3, entrada 3).

Em geral, a auséncia de um dos substituintes do
carvacrol (Tabela 3, entrada 1) resultou em maiores valores
de CIM. As auséncias dos grupamentos metila (Tabela 3,
entrada 2) ou isopropila (Tabela 3, entrada 3) promoveram
um aumento aproximado de 2 e 2,5 vezes nos valores de
CIM, respectivamente. Enquanto a auséncia do grupo
hidroxila (Tabela 3, entradas 5 e 6) resultou na perda total da
atividade antibacteriana. Contudo, a substitui¢cdo do grupo
hidroxila por um grupamento amino (Tabela 3, entrada 4)
resultou apenas em uma dimuni¢do parcial da atividade.®

A partir do estudo de Edwin er al. (2006), pode-se
observar que a auséncia de substituintes do anel do carvacrol
(10) promove a diminui¢do da atividade antimicrobiana em
todos os casos. As atividades mais baixas observadas para
11 e 12 (Tabela 3, entradas 2 e 3) podem ser atribuidas a
diminuicdo do cardter anfipatico das moléculas, tendo em
vista a auséncia de substituintes alifaticos do carvacrol, o
que pode impactar a interagdo desses compostos com a

Vol. 15, No. 5, 2023

membrana plasmatica bacteriana. Isso também pode explicar
o menor efeito antibacteriano de 12 (que ndo contém o grupo
isopropila) em comparacdo ao 11 (que ndo contém o grupo
metila). Nao houve atividade antimicrobiana observada para
0 13 (Tabela 3, entrada 5), o que pode ser atribuido a falta
de um grupo hidroxila na estrutura. Contudo, essa € uma
explicagdo simplista, visto que a baixa hidrossolubilidade
desse composto impede uma determinag@o quantitativa de
sua atividade. Por isso, a falta de atividade antimicrobiana de
13 nos ensaios realizados pelos pesquisadores ndo pode ser
utilizada para definir o papel funcional do grupo hidroxila
do carvacrol.#

O 2-amino-p-cimeno (14) possui solubilidade e estrutura
muito semelhantes ao carvacrol (10). As CIMs observadas
para ambos os compostos (Tabela 3, entradas 4 e 1,
respectivamente), assim como para os compostos 11 e 12
(Tabela 3, entradas 2 e 3, respectivamente), ilustram que a
presenca de um grupo hidrofilico no anel benzénico exerce
papel importante na atividade antimicrobiana. Além disso,
o cardter anfipatico dessas substincias pode ser um pré-
requisito para que apresentem melhores interagdes com a
membrana plasmatica celular, ja que a por¢ao hidrofilica dos
compostos interage com a por¢ao hidrofilica da membrana
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e, a por¢do hidrofébica (anel benzénico e substituintes
aliféticos), por sua vez, interage com a parte interna lipidica
da membrana bacteriana. No entanto, o 2-amino-p-cimeno
(14) ainda apresentou uma CIM maior, em quase 3 vezes,
em relacdo aquela obtida pelo carvacrol (10), o que indica
que o grupo hidroxila apresenta caracteristicas especificas
para exercer a atividade. Uma possivel explicagio para isso
pode se dar na formacgao de ligagdes de hidrogénio mais
fortes pelo grupo hidroxila, com grupos fosfato ou ésteres
dos fosfolipideos, jd4 que grupamentos amino podem ter
uma menor capacidade para realizar essas ligacdes, em
virtude da menor eletronegatividade do 4tomo de nitrogénio
em relagdo ao dtomo de oxigénio. O segundo aspecto
que pode esclarecer essas diferencas se da pela acidez de
compostos fendlicos, quando comparados a compostos
a base de anilina. Os compostos fenélicos podem perder
um préton, o que pode estar relacionado ao mecanismo
de agdo do carvacrol. Embora sejam 4cidos fracos, a base
conjugada resultante desse processo pode ser estabilizada
devido aos elétrons deslocalizados da estrutura, favorecendo
a ionizagdo.”

Finalmente, pode-se concluir que a atividade
antimicrobiana dos compostos testados por Edwin e
colaboradores (2006) estd relacionada a solubilidade

OH
Cl
16
(99%)
b
A
Cl
17

(98%)

destes em solucgdes aquosas. Os substituintes alifaticos do
carvacrol estdo relacionadas a sua atividade, provavelmente,
por interagirem com a membrana plasmatica bacteriana.
Os autores também concluiram que o papel do grupo
hidroxila ndo poderia ser determinado apenas com o0s
ensaios realizados, devido a pouca solubilidade do p-cimeno
(13). Entretanto, o 2-amino-p-cimeno (14) desempenhou
atividade antimicrobiana cerca de 3 vezes menor em relagdo
ao carvacrol. Como a substitui¢do do grupo hidroxila por um
grupo amino ndo afeta a solubilidade ou a estrutura espacial
da molécula, os autores concluiram que a hidroxila do
carvacrol ndo € essencial, mas contribui para o0 mecanismo
de a¢do antimicrobiana do monoterpeno.*

Em um outro estudo, Pinheiro e colaboradores (2017)
estudaram os efeitos antimicrobianos de trés derivados
fendlicos obtidos por semissintese a partir do carvacrol
(Esquema 1). Os autores utilizaram condig¢des de oxicloragao
catalitica para promover a adi¢do de um atomo de cloro
na posi¢do 4 do anel benzénico do carvacrol, obtendo-se
o derivado 16 em 99% de rendimento. Por sua vez, os
compostos 17 e 18, foram sintetizados em rendimentos de
98 e 76%, respectivamente, através das reagdes com brometo
de alila em meio bésico (Esquema 1).*

Para a analise da atividade antimicrobiana, através do

OH

18
(76%)

Diametro da zona de inibigdo (mm)

S. aureus ATCC 6538 E. coli ATCC 11229

Carvacrol (10) 31,2+15.3 27,4 £3,5
16 52,7+3,0 22,8+79
17 0,0+0,0 0,0+0,0
18 0,0+0,0 0,0+0,0
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Reagentes e condig¢des: a) LiCl, dcido acético, CuCl, O, 80 °C 6 h; b) brometo de alila, acetona, NaOH, refluxo 2 h.

Esquema 1. Rota sintética adaptada de Pinheiro e colaboradores para a obtenc@o dos derivados 16-18 a partir
do carvacrol (10), juntamente com o didmetro da zona de inibi¢do (em milimetros) dos compostos frente a
Staphylococcus aureus e Escherichia coli**
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teste de difusdo em dgar, foram utilizadas cepas ATCC 6538
de Staphylococcus aureus e ATCC 11229 de Escherichia
coli, de acordo com a metodologia descrita pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards. Os resultados
foram expressos em didmetro de inibicdo, em milimetros
(mm) no Esquema 1.*

Dentre os trés derivados sintetizados, apenas o 16
apresentou atividade nas cepas avaliadas. Entretanto,
a atividade inibitéria do 16 foi superior a do carvacrol
para S. aureus, o que pode ser justificada pela presenga
do atomo de cloro na posicio para do anel benzénico. A
hidroxila fenélica contribui para a atividade antimicrobiana
do carvacrol e, com o acréscimo de um atomo de cloro na
posi¢do para do anel, a acidez € aumentada, o que pode
contribuir para potencializar a atividade antimicrobiana do
composto. Os derivados 17 e 18, que contém um grupo éter
em suas respectivas estruturas, nao apresentaram atividade
inibitdria, o que ilustra a importancia da hidroxila fenélica
para exercer essa atividade.*

Walsh e colaboradores (2019) sintetizaram outros

10

OH OH

OH

22

Castro

OH

derivados semissintéticos do carvacrol que tiveram suas
propriedades antimicrobianas avaliadas frente a bactérias
planctonicas e biofilmes de Staphylococcus epidermidis
(cepa ATCC 35984) e Pseudomonas aeruginosa (cepas
PAO1 e PA015442). Para tal, quatro derivados foram
sintetizados (2-alila (19), 4-alila (20), 2-metalila (21) e
n-propila (22)), nos quais as adi¢des de grupos alila e
metalila tiveram, como objetivo, o aumento de lipofilicidade,
visando o aumento da permeabilidade do composto na
membrana plasmatica.”

Apés a formagao do éter alilico, um rearranjo de Claisen
em condicdes térmicas, deu origem aos compostos 19 e 21,
enquanto o composto 20 foi obtido como um regioisémero
secunddario. Ap6s purificacdo, o derivado 19 foi submetido
a condi¢des de hidrogenagdo para a obteng@o do composto
22 (Esquema 2).%

Quando comparados a estrutura do carvacrol (10), tanto
o derivado 2-alila (19) quanto o derivado 4-alila (20) se
mostraram mais potentes frente a células planctdnicas. Em
contrapartida, os derivados 21 e 22 apresentaram valores de

OH
21
CIM (uM)
S. epidermidis  P. aeruginosa
Carvacrol (10) 2500 3900
19 120 250
20 120 970
21 3900 31200
22 7800 15620
CEB (uM)
S. epidermidis  P. aeruginosa
Carvacrol (10) 1950 7500
19 9250 31250
20 3250 7500
22 31250 62500

Reagentes e condigdes: a) brometo de alila, acetona, K2C03’ refluxo 5 h, 200 °C 12 h; b) CH3CCHCH,Cl, acetona,
KZCO3’ refluxo 5 h, 200 °C 12 h; ¢) 10% Pd/C, Hz’ etanol, t.a 12 h.

Esquema 2. Rota sintética adaptada de Walsh e colaboradores para obtengdo dos derivados 19-22 a partir do
carvacrol (10), juntamente com as concentra¢des inibitérias minimas (CIM) e concentragdes de erradicacio dos
biofilmes (CEB) dos compostos frente a Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa®

Vol. 15, No. 5, 2023
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CIM superiores aqueles obtidos para o carvacrol e, portanto,
se mostraram menos eficazes. Quanto as concentragdes
de erradicag@o dos biofilmes (CEB), todas foram maiores
do que as inibitérias minimas, o que confirma a menor
susceptibilidade frente as bactérias em modo de crescimento
de biofilmes. O carvacrol se mostrou o composto mais
eficaz, sendo mais potente até do que o seu derivado 2-alila
(19), o oposto do que ocorreu com as células planctdnicas. O
derivado 4-alila (20) obteve CEB idéntica ao carvacrol frente
a P. aeruginosa, se mostrando mais potente do que 19 frente
aesse microrganismo, apesar de ndo apresentar diferenca em
relacdo ao carvacrol. Frente a S. epidermidis, o derivado 20
se mostrou menos potente do que o carvacrol. O derivado
n-propila (22), por sua vez, foi o que demonstrou menor
poténcia frente aos biofilmes e frente a células planctonicas
de S. epidermidis.”

Em comparag@o ao carvacrol, as menores poténcias
dos derivados 19 e 20 frente aos biofilmes podem se
dar pelo impedimento estérico provocado pelos grupos
2 e 4-alila, que pode dificultar a permeacdo através da
matriz extracelular do biofilme. Desse modo, as relagdes
estrutura-atividade podem indicar que os compostos
possuem diferentes limitacdes para eficdcia sobre as células
e biofilmes formados pelas mesmas espécies. Diante disso,
é possivel que a penetracdo dos agentes nos biofilmes ou no
citoplasma das c€lulas planctonicas sejam limitadas, ou até
mesmo que a expressdo de alvos moleculares seja diferente

em cada um dos casos.®

3.1.2. Derivados com grupos éteres e ésteres

Sisto e colaboradores (2020) realizaram a sintese e
andlise dos efeitos de derivados do carvacrol sobre células da
bactéria Gram-negativa Helicobacter pylori, considerada um
agente carcinogénico de classe I pela OMS. Ao total, foram
sintetizados 46 compostos, através de reagdes nas quais a
hidroxila fendlica do carvacrol foi convertida em éteres
e ésteres, com parametros de solubilidade modificados.
Entao, os compostos 23-60 (Esquema 3) foram sintetizados
a partir da reag@o do carvacrol com o brometo de alquila
correspondente, em N,N-dimetilformamida (DMF), na
presenca de carbonato de potassio (K,CO;) e sob atmosfera
de nitrogénio (N,), com rendimentos variando entre 56%
e 98%. Ap6s purificagdo e caracterizagido, 0os compostos
foram submetidos aos ensaios para verificar suas atividades
frente a H. pylori.*®

Alguns desses produtos foram submetidos a reacgdes
adicionais para a obten¢do dos demais derivados (61-65),
como hidrélise de éster, redugdo de grupos nitro e oxidacio
de grupos com enxofre, com rendimentos variando entre
25% e 95% (Esquema 4). Por exemplo, o derivado 34,
apos ser hidrolisado pelo hidréxido de litio (LiOH), deu
origem ao composto 61, um 4cido carboxilico que, por
sua vez, sofreu modificagdes em sua estrutura para a
obtencdo da hidrazida 62. O composto 55 passou por uma
reacdo de reducdo do grupo nitro, gerando o derivado
63, com um grupamento amino primdrio. Por fim, no
composto 57 ocorreu a oxidagdo do dtomo de enxofre

O g

23-34, 57,59 e 60 35-56 e 58

Reagentes e condigdes: a) R;-Br, DMF, K,CO; N, t.a.

35R,=Ry=H
23R, = CH,CH,4

24 R, = CH,CH,CHj4
25 R, = CH,CH—CH,

36 R, = 2-metil, R3=H
37 R, =3-metil, R3=H
38 R, = 4-metil, R3=H

48 R, = 4-cloro, Rz =H

49 R, = 2-cloro, R3 = 4-metoxi
50 R, = 3-cloro, R; = 4-cloro
51 R, = 2-bromo, Ry = H

26 R, = CH,C=CH

27 R, = CH,CH,CH,CH,

28 R, = CH,CH=CHCH,

29 R, = CH,CH=C(CH;),

30 R, = CH,CH,CH,CH,CH,

31 R, = CH,CH=C(CH3)CH,CH,CH—=C(CH),
32R, = CH,CN

33 R, = CH,COCH,

34 R, = CH,COOCH,CH,

39 R, = 3-metil, Ry = 5-metil

40 R, = 2-trifluorometil, Ry = H
41 R, = 3-trifluorometil, Ry = H
42 R, = 4-trifluorometil, Ry = H

43 R, = 3-trifluorometil, Ry = 5-trifluorometil

44 R, = 3-fluor, Rz =H

45 R, = 3- fluor, Ry = 5-fluor
46 R, = 2-fluor, R3 = 6-fluor
47 R, = 3-metoxi, R; = H

52 R, =4-bromo, Ry =H
53 R, = 2-nitro, Ry = H
54 R, = 3-nitro, Rz = H
55 R, = 4-nitro, R; =H
56 R, = 4-ciano, R; = H
57R, =

L
S -

58 R, = 4-fenil, Ry = H

59R, = \;“

60 R, =

_g_N

o

Esquema 3. Rota sintética adaptada de Sisto e colaboradores para a sintese dos compostos 23-60 a partir do
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para dar origem ao grupo sulféxido do derivado 64 e ao
grupo sulfona do derivado 65, conforme representado
no Esquema 4.4

Adicionalmente, ésteres 66-68 foram sintetizados
por meio de uma condensag¢do de Knoevenagel entre o
2-hidroxibenzaldeido e malonato de dietila. Ap6s serem
submetidos a reacao de hidrélise, os ésteres originaram seus
respectivos 4cidos carboxilicos 66a-68a. Por fim, hibridos
de cumarina e carvacrol (69, 70 e 71) foram sintetizados
via reacdo de condensagdo entre os dcidos 66a-68a e
o carvacrol, na presenca de 4-metilmorfolina (NMM),
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC),
1-hidroxibenzotriazol (HOBt) e atmosfera de nitrogénio
(N,) a temperatura ambiente, por 24 horas (Esquema 5). O
composto 69 foi obtido com 76% de rendimento, enquanto
os compostos 70 e 71 foram obtidos com 70% e 73% de
rendimento, respectivamente.*

Todos os compostos sintetizados (23-71) foram
avaliados in vitro quanto as suas respectivas atividades
inibitéria e bactericida frente a cepas de H. pylori (F4, 190,
23,110R,NCTC 11637, F1, F34/497, F40/499 e F40/442),
as quais apresentam diferentes perfis de sensibilidade a
antibidticos. Apenas as linhagens de H. pylori 190, 23 e
F1 sdo suscetiveis ao antimicrobiano metronidazol (72,
Figura 9), enquanto as demais apresentam resisténcia.
Com excecao das cepas F4, F1, F34/497 e F40/499, todas
as demais s@o suscetiveis a claritromicina (73, Figura 9).
Todas as cepas sdo sensiveis a amoxicilina (74, Figura 9).
Os resultados foram expressos em valores de CIM e CBM,

34
(77%)

B)

55
(95%)

Q

S
O.

57
(81%)

Castro

61

(91%)

sendo esta tdltima definida como a concentracdo capaz de
eliminar 99,9% do in6culo bacteriano inicial. #0

Com relag@o a atividade antimicrobiana exercida pelos
compostos sintetizados, os derivados 23-35 (Esquema 3),
em geral, ndo tiveram aumento na atividade inibitéria, em
comparacdo ao carvacrol, com exce¢do dos derivados 28
e 31, que apresentaram valores de CIM e CBM menores
do que o carvacrol frente a todas as linhagens avaliadas.*®

Dentre os derivados com o substituinte benzila
(35-58, Esquema 3 e 63-65, Esquema 4), aqueles com
substituintes na posi¢do para do anel benzénico (-CF;,
-Ph, -CN, -NO, ou -NH,) apresentaram atividade anti-H.
pylori comparaveis ou até mesmo melhores e promissoras
do que o carvacrol, o que ilustra uma grande importancia
desses grupos substituintes nessa posi¢ao. J4 os compostos
sulfurados (57, Esquema 3 e 64 ¢ 65, Esquema 4)
apresentaram maior atividade inibitéria de acordo com o
aumento do estado de oxidagdo do 4&tomo de enxofre. Além
disso, os derivados ésteres cumarinicos (69-71, Esquema
5) também apresentaram maiores atividades inibitérias do
que o carvacrol frente a todas as linhagens testadas. No
entanto, entre os compostos biciclicos (59 e 60, Esquema
3), a mudanca do grupo benzil para um grupo naftaleno
ocasionou a perda total da atividade anti-H. pylori,
enquanto a mudanga para um grupo ftalimida demonstrou
melhora na a¢@o antibacteriana.*

Por outro lado, Bkhaitan e colaboradores (2018), ao
invés de sintetizarem derivados do carvacrol, prepararam
derivados éster e éter de metronidazol (72, Esquema 6),

A) 0 0 o
o~ o M, P NO,
. bt
-
62

(62%)

63
(70%)

o O,
1l N

SN S‘b
o ?OVC/ | ?O
64 65

(51%) (25%)

Reagentes e condigdes: a) LiOH*H,0, MeOH, t.a 24 h; b) cloroformato de etila, THF, Et;N, 3-nitrofenilhidrazina, N,,
t.a3 h; c) Na,S,0, THF, NaHCO3*H,0, t.a; d) dcido 3-cloroperbenzdico, CH,Cl, 0-5 °C.

Esquema 4. Rota sintética adaptada de Sisto e colaboradores para a obtenc@o dos derivados 61-65
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69-71
(76%, 70%, 73%)

66, 66a, 69 R = CH,
67,67a,70R=Cl
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-
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Reagentes e condi¢des: a) malonato de dietila, EtOH, piperidina, dcido acético, 80 °C; b) 20% NaOH, EtOH, 3N HCI;

¢) NMM, EDC, HOBt, N, t.a 24 h.

Esquema 5. Rota sintética adaptada de Sisto e colaboradores para a obtengdo dos derivados 69-71, hibridos de
cumarina e carvacrol*®

Ho—A°

B o

s NJS/@
H
HoN
74

Figura 9. Estruturas quimicas dos antimicrobianos metronidazol (72), claritromicina (73)
e amoxicilina (74)

amplamente utilizado como farmaco de escolha no
tratamento de infecgdes anaerdbicas, além de ser utilizado
para tratar infecgdes parasitdrias. Apesar de ser um
antibacteriano eficaz, alguns patégenos, como H. pylori,
podem desenvolver resisténcia a esse farmaco.*’

Dois dos derivados sintetizados pelo grupo de
pesquisadores foram hibridos de carvacrol, sendo um éster
(Esquema 6) e um éter (Esquema 7). A partir da oxidagdo
do metronidazol com dicromato de potissio (K,Cr,0;) e
dcido sulfirico (H,SO,) foi gerado um &cido carboxilico
desse farmaco (75). Em seguida, foi realizada uma reagdo
de esterificagdo entre 75 e o carvacrol, utilizando-se
diciclohexilcarbodiimida (DCC)/4-dimetilamino piridina
(DMAP) para obtenc@o do hibrido 76 com um rendimento
de 40% (Esquema 6).¥

O derivado hibrido éter (78) foi obtido em uma duas
etapas (Esquema 7). Primeiramente, o precursor tosilato
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de metronidazol (77) foi preparado na presenca de cloreto
de 4-metilbenzenosulfonila, diclorometano (CH,Cl,) e
trietanolamina (TEA). Em seguida, a reacao de substituicio
do grupo tosilado foi realizada utilizando-se o carvacrol
(10) como nucleéfilo, gerando o derivado éter (78) com
51% de rendimento.*’

Ambos os derivados foram testados in vitro contra
duas linhagens de H. pylori (ATCC 26695 e P12) e contra
Clostridium perfringens. O derivado éter (78) demonstrou
6tima atividade antibacteriana com valores de concentrag@o
inibitéria média (ICsy) de 4,9210 = 1,6829 frente a
variante 26695 e 0,0011 + 0,0003 frente a linhagem P12,
caracterizando maior poténcia do que o derivado éster (76)
frente a essas linhagens. No teste contra C. perfringens,
o composto 78 também demonstrou um 6timo resultado
(CIM =2,7nM mL™"). No entanto, o composto 76 apresentou
o melhor resultado (CIM = 0,0094 nM mL™"), comparavel a
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N
ozN/q»\ —a>

72 75

oL~

K/OH o)

H(o
b
D — O
76
(40%)
1C5 (LM/mL)

H. pylori 26695 52,3500 + 18,3847
H.pyloriP12 35,1700 +1,1030

CIM (nM/mL)
C. perfringens 0,0094

Reagentes e condig¢des: a) K,Cr,0,, H,SO,; b) Carvacrol (10), DCC/DMAP.

Esquema 6. Rota sintética adaptada de Bkhaitan e colaboradores na sintese do derivado 76, éster de
metronidazol hibrido de carvacrol, juntamente com valores de ICs,e CIM do composto frente a H. pylori e
C. perfringens, respectivamente*’

N
.
onL I K(‘) e

L_on

72

N
OoN /q»\m
Lo

78
(51%)

1C5o (kM/mL)
H. pylori 26695 4,9210 + 1,6829

H. pylori P12 0,0011 00,0003
CIM (nM/mL)
C. perfringens 2,7

Reagentes e condigdes: a) Cloreto de 4-metilbenzenosulfonil, CH,Cl,, TEA, 0 °C, 5 h; b) Carvacrol (10), 70-80 °C, 14-16 h.

Esquema 7. Rota sintética adaptada de Bkhaitan e colaboradores na sintese do derivado 78, éter de metronidazol
hibrido de carvacrol, juntamente com valores de ICs,e CIM do composto frente a H. pylori e C. perfringens,
respectivamente*’

CIM obtida para o metronidazol, utilizado como referéncia
(0,0058 nM mL").*

Desse modo, os derivados 76 ¢ 78 demonstraram alta
poténcia frente as trés linhagens bacterianas, exercendo
6tima atividade antibacteriana. Os pesquisadores sugerem
que o principal fator relacionado a atividade anti-H. pylori
é devido ao préprio metronidazol, enquanto a atividade
anti-C. perfringens se associa, principalmente, pelo
monoterpeno utilizado (no caso, o proprio carvacrol). Além
disso, o composto 78, que demonstrou maior poténcia,
se mostrou seletivo e ndo-citotéxico para fibroblastos
pulmonares de fetos humanos normais, sugerindo um perfil
de seguranca da molécula, em caso de utilizacdo como
farmaco."’

Outros 23 derivados do carvacrol (Figura 10)
foram sintetizados e testados quanto as suas atividades
antimicrobianas em um estudo de Marinelli e colaboradores
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(2019). O carvacrol (10) chamou a atenc@o dos pesquisadores
por sua agao em biofilmes, uma vez que esse composto leva
a um aumento da fluidez, permeabilidade e perturbagdo
da fragdo lipidica da membrana citoplasmadtica bacteriana
e, diferentemente de outros monoterpenos, desintegra a
membrana externa de bactérias Gram-negativas. Contudo,
o carvacrol € pouco soldvel em dgua (0,11 mg mL™"), possui
alta volatilidade e baixa estabilidade quimica, o que limita
seu uso como farmaco, ja que a pobre hidrossolubilidade
afeta negativamente a biodisponibilidade e, desse modo,
seriam necessdrias altas doses para que fosse atingida as
concentragdes plasmaticas dentro da janela terapéutica.*®
Sendo assim, Marinelli e colaboradores visando
otimizacdo das propriedades fisico-quimicas do carvacrol
optaram pela estratégia de preparag@o de pro-farmacos. Para
melhorar a solubilidade em dgua, os autores sintetizaram
pro-farmacos ésteres de aminodcidos (79-95). Nesse
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(83%)

Espacadores entre o
carvacrol e etilenodiamina

101
(75%)

Espagadores entre o
carvacrol e aminoacidos

Grupos prenilados

Figura 10. Estruturas quimicas dos pré-farmacos do carvacrol (79-101) sintetizados por Marinelli e
colaboradores e seus respectivos rendimentos*

caso, os aminodcidos foram utilizados como a fragdo
solivel em dgua para projetar pré-farmacos bipartidos
(em que o transportador se liga diretamente a molécula
parental, 79-83) e tripartidos (em que o transportador e
a molécula parental se separam por um espagador), nos
quais foram utilizados os dcidos succinico e glutdrico como
espacadores (84-95), dada a capacidade destes de melhorar
o cruzamento pela membrana lipidica. Projetados dessa
forma, os pré-farmacos poderiam apresentar maior absor¢cao
através da administra¢do por via oral do que o carvacrol,
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devido a presenca de diversos aminoacidos e proteinas
transportadoras de membrana localizadas na porcdo externa
da borda em escova do intestino. Assim, uma vez absorvidos
em condicdes fisioldgicas (pH = 7,4), os pré-farmacos
passariam por hidrdlise, liberando o composto parental.*
Além disso, para aumentar a permeabilidade pela
membrana e consequente absorcdo por via oral, os
pesquisadores projetaram e sintetizaram pro-fairmacos
lipofilicos pela estratégia de prenilacdo, visto que a adicao
de grupos prenila aumenta a lipofilicidade, melhorando a
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interagdo entre os compostos € a membrana bacteriana,
estando diretamente relacionados a atividade antibacteriana.
Portanto, cadeias preniladas (isopentenila, geranila e
farnesila) foram conjugadas a hidroxila do carvacrol, com
formacao dos éteres 96, 98 e 100 ou ésteres 97, 99 e 101.4

Uma vez sintetizados, os pro-farmacos foram submetidos
a uma cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para determinar a solubilidade dos compostos em dgua.
Os resultados mostraram que os compostos 79-81 foram
altamente hidrossoldveis, indicando que a formacdo de um
sal permanece sendo o método mais comum para aumentar
a hidrossolubilidade de farmacos. Os derivados 86 ¢ 93
também se mostraram soldveis em dgua, embora menos do
que os sais 79-81, enquanto os demais foram classificados
como pouco soldveis. A inser¢do dos espagadores entre
a hidroxila do carvacrol e a cadeia de etilenodiamina
aumentou a lipofilicidade dos pro-fairmacos (82-89), ao
passo que a conjugacdo dos espacadores a aminodcidos
basicos (como arginina, lisina ou histidina, em 90-95)
diminuiram o carater hidrofébico das substancias. Os pré-
farmacos com grupos prenilados (96-101) se mostraram
insoliveis em dgua.*

Finalmente, os compostos foram submetidos ao
teste de atividade antibacteriana frente as bactérias
Gram-positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pyogenes e Streptococcus
pneumoniae; e Gram-negativas: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii. Compostos 79-81 demonstraram maior
atividade antibacteriana frente as Gram-negativas, em
especial 81 frente a A. baumannii (CIM = 496,58 uM). Os
compostos 96 e 98 ndo demonstraram atividade frente as
Gram-negativas, entretanto, foram efetivos sobre espécies
Gram-positivas, conforme demonstrado na Tabela 4.%

Tabela 4. Concentragdes inibitérias minimas do carvacrol e seus derivados
96 ¢ 98 frente a S. pneumoniae e E. faecalis*®

CIM (uM)
Composto
S. pneumoniae E. faecalis
Carvacrol (10) 1704,17 1704,17
96 293,13 586,27
98 55,86 223,42

As diferencas obtidas nos experimentos, em relagdo
a atividade antibacteriana dos pré-farmacos 79-81 e 96
e 98, podem ser explicadas com base nas diferencas de
composicao da parece celular bacteriana de Gram-positivas
e negativas. Os compostos 96 e 98, por serem pequenos e
hidrofébicos, podem atravessar a parede celular de espécies
Gram-positivas pelas interagdes com dcidos teicoicos
presentes na estrutura bacteriana. As moléculas 79-81, por
outro lado, sdo pequenas e com cardter hidrofilico, o que
permite que interajam com canais de porinas presentes
na membrana externa das bactérias e explica a atividade
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frente a bactérias Gram-negativas. Em pH fisioldgico, as
cargas positivas de 79-81 estabilizam as interagdes iOnicas
dentro dos canais de porinas, contribuindo para a atividade
antibacteriana. Os pré-farmacos 82-95, 97 e 99-101, por
sua vez demonstraram valores de CIM mais altos do que
os obtidos pelo carvacrol, para todas as espécies. Esse fato
mostra uma diminui¢a@o na atividade antibacteriana e sugere
que a conjugacdo do carvacrol com aminodcidos bdsicos
e a introdugdo de um espacador nao sdo necessarios para
aumentar a atividade.*®

Os pré-farmacos 96 e 98 demonstraram efetividade
em reduzir a formag@o de biofilmes de S. aureus ATCC
43300 em todas as concentracdes testadas, que foram de
172, 1/4 e 1/8 da CIM. O composto 98 também mostrou
atividade na inibicdo de biofilmes de S. epidermidis ATCC
35984, especialmente a metade da CIM. Visto o cardter
hidrofébico desses dois pré-fairmacos, a interagdo entre
eles e a membrana bacteriana pode ocorrer de forma
mais eficiente do que com o carvacrol, que possui menor
hidrofobicidade. Essa interagdo, entdo, pode acarretar
danos ao sistema de proteinas envolvido na fase inicial da
formacao de biofilmes, impedindo atividades como a adesao
ao substrato e comunicagao intercelular.*®

Em um outro estudo, de Aneja e colaboradores (2018),
foram sintetizados andlogos de 1,2,3-triazol/sulfonato
do carvacrol. Desse modo, foram incorporados grupos
1,2,3-triazol e sulfonato no carvacrol, resultando em
compostos que foram submetidos a avaliagio antibacteriana.
Os andlogos contendo o grupo 1,2,3-triazol foram
sintetizados pela propargilacdo do carvacrol (10), na
presenga de brometo de propargila e K,CO,, gerando
o alcino correspondente (102). Paralelamente, anilinas
substituidas com grupos doadores/retiradores de elétrons
(103a-h) foram convertidas em suas azidas correspondentes
(104a-h), via diazotagdo, utilizando nitrito de s6dio (NaNO,)
e 4cido cloridrico (HCI), seguido por um tratamento com
azida de sédio (NaN;). Em seguida, as azidas (104a-h) e
o alcino (102) sofreram reacdo de cicloadi¢do, catalisada
por CuSO,*5H,0 e ascorbato de s6dio, em uma mistura de
tetrahidrofurano (THF) e H,O (1:2), gerando os compostos
105a-h (Esquema 8).*

A sintese dos ésteres sulfonicos se deu pelo tratamento
do precursor natural (carvacrol, 10) com cloretos de
sulfonila contendo substituintes arila, heteroarila ou
alifaticos (106a-e), na presenga de trietilamina (Et;N) e
CH,Cl,, o que gerou os derivados de sulfonato (107a-e)
(Esquema 9).%

O carvacrol e seus andlogos triazol/sulfonato passaram
por avaliacdo antibacteriana contra linhagens sensiveis
de Gram-positivas (S. pneumoniae e E. faecalis) e Gram-
negativas (P. aeruginosa, S. enterica, K. pneumoniae e
E. coli). Os resultados mostram que alguns dos derivados
com grupos 1,2,3-triazol exibiram atividade antibacteriana
variando de moderada a potente, contra ambos os grupos
de bactérias. O derivado 105e, em especial, destacou-se
como um potente inibidor de E. coli (ICs, = 43,48 uM), em
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\a

105a R = H (90%)

105e R = p-COOH (86%)

N=N =53 105b R = p-F (88%)
A
O\A/N‘Q 105¢ R = p-Cl (91%)
105d R = p-NO, (87%)

105a-h

105f R = p-Me (88%)
105g R = p-OMe (90%)
105h R = p-SO,NH, (89%)

Reagentes e condigGes: a) brometo de propargila, DMF, K,CO3, 0 °C, t.a 18 h; b) conc. HCl, NaNO,, NaN 3, H,0, EtOAc,
0°C, t.a 2,5 h; c) CuSO,4*5H,0, ascorbato de sédio THF/H,0 (1:2), t.a 20-24 h.

Esquema 8. Rota sintética adaptada de Aneja e colaboradores para a obtenc@o dos derivados do carvacrol
contendo o grupo 1,2,3-triazol (105a-h) e seus respectivos rendimentos*

107aR = © (89%)

v

107b R = (92%)

OH 0.0 a O...R
+ :\S/: B //S\\ NO,
R Tl 00 i
107cR = (85%)

10 106a-e 107a-e

Reagentes e condigdes: a) Et;N, CH,Cl,, t.a 14-16 h. 107dR= <0 (87%)

107e R = Q/E (83%)

Esquema 9. Rota sintética adaptada de Aneja e colaboradores para a obteng@o dos derivados ésteres
sulfénicos do carvacrol (107a-e) e seus respectivos rendimentos*

relagdo ao carvacrol (IC,, = 640,26 pM). Além de inibir do
crescimento de E. coli, o composto 105e também inibiu
o crescimento de S. pneumoniae (ICs, = 177,95 uM) e
E. faecalis (IC5, = 104,33 uM) com maior poténcia que o
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carvacrol. O composto 105d, por sua vez, apresentou efeito
moderado frente a K. pneumoniae (IC5, = 345,72 uM), no
entanto, ndo demonstrou potencial antibacteriano frente as
demais linhagens. Em contrapartida, os compostos 105a,
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105b, 105¢, 105f, 105g ¢ 105h apresentaram redugdo na
atividade antibacteriana frente a todas as linhagens testadas
(Tabela 5).

Dentre os andlogos ésteres sulfonicos, o composto 107a
mostrou atividade antibacteriana moderada frente a E. coli
e K. pneumoniae (IC5, = 388,94 uM; ICy, = 403,23 uM,
respectivamente). J4 o composto 107d apresentou
atividade frente a K. pneumoniae, com 1Cs, de 353,34 uM,
e a P. aeruginosa, com ICy, de 438,07 uM. O derivado
107e também demonstrou atividade moderada frente a
P. aeruginosa (IC5, = 401,61 uM). Entretanto, nenhum
desses compostos exibiu maior atividade antibacteriana do
que o carvacrol (Tabela 6).*

Uma vez que o derivado 105e demonstrou os melhores
resultados, o composto foi selecionado para avaliagdo
frente a linhagens de E. coli multirresistentes. A CIM
(2914,06 pM), a substdncia inibiu mais de 95% das
linhagens de E. coli MRA11, MRC24, MRAE26, MRAE32
e MROBI11. Além disso, inibiu 86% de E. coli MRAE33 e
MRAE44 € 79% de E. coli MRC17. Posteriormente, 105e
passou por uma avaliacdo in vitro para verificar seus efeitos
sinérgicos frente as linhagens de E. coli MRA11, MRC17 e
MRAE33, em combinacdo com o antibidtico ciprofloxacino
(108, Figura 11). A atividade antibacteriana de 105e
combinado com ciprofloxacino foi significativamente
aumentada frente a todas as linhagens, em comparag@o ao
composto 105e isolado.”

Ademais, o composto 105e demonstrou inibi¢do
da formacdo de biofilmes em linhagens de E. coli (a

108
Figura 11. Estrutura quimica do ciprofloxacino (108)

concentragdo de 355,72 uM, em 95,23%) e S. pneumoniae
(a concentrag@o de 711,44 uM, em 92,26%), em ensaio de
reducdo de sal de tetrazélio. No ensaio utilizando cristal
violeta, nas mesmas concentragdes, 105e inibiu a formacao
de biofilmes de E. coli em 94,32% e, de S. pneumoniae, em
93,36%. Em testes de citotoxicidade, o composto 105e ndo
se mostrou citotoxico em células HEK293 em concentracdes
de até 284,58 uM.*

3.1.3. Derivados com grupos sulfonamidas e ésteres de
sulfenato

Oliveira e colaboradores (2016) sintetizaram nove
sulfonamidas derivadas do carvacrol, inéditas na literatura,
por um processo realizado em 2 etapas. Na primeira,
foi sintetizado o cloreto de 4-hidroxi-2-isopropil-5-
metilbenzeno-1-sulfonila (109), a partir do carvacrol, em
uma reagdo com acido clorosulfénico em excesso. Na etapa
seguinte, o composto 109 foi utilizado em reacdes com
as aminas correspondentes para gerar as sulfonamidas de
interesse (110a-i, Esquema 10).%

Posteriormente, o carvacrol e os derivados sintetizados

Tabela 5. Atividade antibacteriana in vitro (medida pelo ICy) do carvacrol e seus derivados com o grupo 1,2,3-triazol sintetizados por Aneja e colaboradores

(105a-h)*
Composto ICs (D
S. pneumoniae E. fecalis E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa S. enterica
Carvacrol (10) 633,74 453,73 640,26 412,13 292,44 636,73
105a 1538,21 2126,68 811,38 522,19 2132,34 1384,24
105b 968,04 1026,31 485783 649,18 751,58 1673,40
105¢ 895,09 688,76 1915,69 602,32 744,02 1320,60
105d 1402,93 680,18 1510,48 345,72 422,03 1343,06
105e 177,95 104,33 43,48 743,37 383,27 1153,16
105f 1167,72 757,95 898,39 765,63 719,59 948,48
105g 904,04 545,43 949,20 1431,48 500,41 1018,64
105h 1482,16 418,61 747,64 1556,55 1051 3340,75

Tabela 6. Atividade antibacteriana in vitro (medida pelo ICs;) do carvacrol e seus ésteres sulfonicos (107a-e) sintetizados por Aneja e colaboradores®

Composto 1Cs (D
S. pneumoniae E. fecalis E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa S. enterica
Carvacrol (10) 633,74 453,73 640,26 412,13 292,44 636,73
107a 598,42 828,98 388,94 403,23 454,75 1189,92
107b 2643,98 731,25 524,79 1381,88 413,66 707,82
107¢ 1168 724,31 1041,26 917,90 476,31 777,92
107d 846,04 645,70 577,94 353,34 438,07 643,70
107e 571,10 529,94 502,95 550,55 401,61 1468,95
Vol. 15, No. 5, 2023 1001
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foram testados frente a 6 linhagens de MRSA (S. aureus
resistente a meticilina, Sal-Sa8) e uma cepa padrio de S.
aureus (ATCC 25923), visando a determinagdo das CIM
dos compostos. Os derivados de melhores resultados foram
110a, 110c e 110h, dos quais o 110a obteve melhores
resultados para todas as linhagens de bactérias testadas
(Tabela 7).5°

Posteriormente, o grupo de pesquisa avaliou a possivel
acdo sinérgica entre os compostos 110a, 110¢, carvacrol
e antibidticos. Foram observados sinergismos entre o
derivado 110a e eritromicina (111, Figura 12), entre 110¢
e tetraciclina (112) e entre 110c e ampicilina (113). O
carvacrol (10), no entanto, se mostrou indiferente para todos
os antibidticos testados.™

OH 0.0 a OH b OH
+ 8. —» * NHR  ———» o NH
H Cl /\S ‘S
0% 0%y

10 109 110a-i

Reagentes e condigdes: a) 0 °C, instantdneo; b) CH,Cl,, t.a 3-6 h.

OH
R-NH
oaab
110a-i
110a 110b 110c 110d 110e 110f
OH &
R= R= R= R= R= R=
N02 F OMe
(87%) (78%) (85%) (91%) (92%) (79%)
110g 110h 110i
o 0,0 N\ y NO,
N)\ s AL N
R= u\/N R= B R=
—
kY NG,
(88%) (76%) (82%)

Esquema 10. Rota sintética adaptada de Oliveira e colaboradores para a sintese das sulfonamidas (110a-i)
derivadas do carvacrol e seus respectivos rendimentos™

Tabela 7. CIM do carvacrol e sulfonamidas (110a-i), sintetizadas por Oliveira e colaboradores, frente a diferentes linhagens de Staphylococcus aureus™

Composto CIM (ppm)
S. aureus Sal Sa2 Sa3 Sas Sa6 Sa8
Carvacrol (10) 390,62 1562,50 1562,50 3125,00 781,25 1562,50 781,25
110a 15,62 3,90 7,81 3,90 7,81 7,81 15,62
110b 15,62 3,90 62,50 125,00 62,50 31,25 62,50
110c 31,25 7,81 62,50 7,81 31,25 7,81 31,25
110d 15,62 7,81 31,25 15,62 31,25 31,25 62,50
110e 31,25 15,62 250,00 15,62 62,50 31,25 125,00
110f 31,25 7,81 250,00 31,25 62,50 125,00 125,00
110g 62,50 31,25 500,00 31,25 15,62 31,25 500,00
110h 31,25 7,81 31,25 31,25 62,50 15,62 62,50
110i 31,25 15,62 31,25 15,62 62,50 125,00 62,50
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111

113

Figura 12. Estruturas quimicas da eritromicina (111), tetraciclina (112) e ampicilina (113)

Por outro lado, Walsh e colaboradores (2020)
sintetizaram ésteres triclorometilsulfenato do carvacrol,
que foram testados contra células planctdnicas
de Staphylococcus epidermidis (Gram-positiva) e
Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativa), uma vez que
sdo prevalentes em hospitais. Desse modo, o grupo de
pesquisa sintetizou um éster sulfenato do carvacrol, por
meio de uma reacao do monoterpeno com hipoclorotioito
de triclorometila (CISCCl;) em THF, conforme mostrado
no Esquema 11.%!

Entre outros compostos fenélicos analisados, o
carvacrol (10) foi um dos que se mostraram mais potentes
contra células planctdnicas, tanto frente a S. epidermidis
(CIM =2500 uM) quanto a P. aeruginosa (CIM = 3900 uM).
Essa atividade pode ser devido aos grupos metila e

_CClI
§ 3
OH o)
' o
10 114
CIM (uM)
S. epidermidis P. aeruginosa
Carvacrol (10) 2500 3900
114 60 490

Reagentes e condi¢bes: a) THF, CISCCl;, NEt;, 0°C 1,5 h, t.a 1,5 h.

Esquema 11. Sintese do éster sulfenato do carvacrol (114) realizada por
Walsh e colaboradores, juntamente com seus efeitos inibitérios (CIM)
sobre S. epidermidis e P. aeruginosa®'

isopropila do carvacrol, nas posi¢cdes 2 e 5 do anel
benzénico, respectivamente, uma vez que, de modo geral,
os compostos mais lipofilicos se mostraram com menores
CIM do que os hidrofilicos. Entretanto, o éster de sulfenato
do carvacrol (114) apresentou menores valores de CIM do
que o carvacrol para ambas as bactérias, mostrando uma
atividade maior frente a S. epidermidis (CIM = 60 uM) do
que frente a P. aeruginosa (CIM =490 uM). Portanto, nesse
estudo, a formacao de ésteres de sulfenato do carvacrol, de
fato, aumentou a atividade antibacteriana do composto.’!

3.2. Mycobacterium tuberculosis

E notdvel que a biossintese de aminodcidos é um
processo essencial para a sobrevivéncia das células, uma
vez que promove os mondmeros para a construgido de
polipeptideos fundamentais para completar as reacdes
metabdlicas no organismo. Neste contexto, a via do
chiquimato compreende uma via anabdlica, utilizada
para a sintese dos aminodcidos aromaticos fenilalanina,
tirosina e triptofano, utilizada por bactérias, fungos e
plantas. A enzima corismato mutase (CM; EC 5.4.99.5)
catalisa a conversdo de corismato em prefenato, precusor
fundamental para a formacao de tirosina e fenilalanina.
Essa reagdo acontece através de rearranjo de Claisen,
passando por um estado de transicdo endo-oxabiciclico
(Esquema 12).%

A via do chiquimato € essencial para a biossintese de
aminoacidos aromaticos em bactérias. Entretanto, ela nao
estd presente em vertebrados, portanto, a CM se torna um
importante alvo molecular para o desenvolvimento de
novos farmacos antibacterianos que possam ser utilizados
no tratamento da tuberculose, causada pela Mycobacterium

COOH
H
COO HOOC¥ HOOG,
0] NN ' O
)J\ —_— Q- : COOH —_—
v~ 0" “COOH <2y .
o OH OH
Corismato Estado de transigdo endo-oxabiciclico Prefenato

(inibidor CM MTB)

Esquema 12. Conversao de corismato em prefenato, por meio de um rearranjo de Claisen, realizada pela
enzima corismato mutase (CM)>?
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tuberculosis. Nesse cenario, o acido dicarboxilico endo-
oxabiciclico, que mimetiza o composto formado no estado
de transi¢do (Esquema 12) € um 6timo inibidor da CM, o
que corrobora a hipdtese de que o processo enzimatico passa
por uma estrutura de transi¢do periciclica. Dessa forma,
Alokam e colaboradores (2014) sintetizaram derivados do
carvacrol e avaliaram a atividade inibitéria in vitro da CM
de M. tuberculosis, para, entdo, estabelecer uma relagdo
estrutura-atividade.*?

Ao total, foram sintetizados cinco derivados do carvacrol
(115, 116, 117, 118 e 119, com rendimentos de 75, 47, 33,
81 e 81%, respectivamente), conforme ilustrado no Esquema
13, para que fosse possivel compreender os sitios ideais para
a introdugdo de grupamentos quimicos, além de estudar a
influéncia do grupo fendlico na atividade antibacteriana.
Todos os derivados do carvacrol se mostraram inativos
frente a micobactéria causadora da TB, com excecdo do
derivado 118 (com o atomo de cloro na posi¢io para do
anel benzénico), que apresentou atividade inibitdria razodvel
(ICs,=13,7 £ 1,9 uM; CIM = 67,69 uM).>

Para que as atividades antimicobacterianas dos
derivados fossem testadas, todos os compostos foram
avaliados in vitro frente a M. tuberculosis H37Rv, pelo
método de ensaio com Alamar Blue®. O carvacrol, que
mostrou um 6timo resultado em inibir a enzima CM

OH
(o]

115 b
(75%)

OH

Br

116
(47%)

O3N

(ICs, = 1,06 = 0,4 uM), apresentou diminui¢do da sua
atividade frente ao M. tuberculosis (CIM de 41,6 uM).
Apesar disso, os derivados 115-117 e 119 apresentaram
inatividade frente a micobactéria, enquanto a CIM obtida
para o derivado 118 foi ainda maior do que aquela
obtida para o carvacrol (CIM = 67,69 uM). A falta de
corroborag¢do nos resultados, devido ao forte potencial de
inibicdo enzimdtica, mas relativamente baixa atividade
anti-TB, pode estar relacionada a nao-penetragdo dessas
moléculas pela parede celular das micobactérias.>

Por fim, apesar de terem apresentado certa atividade
anti-TB, todos os compostos, inclusive o carvacrol (10),
se mostraram menos ativos em comparagao aos farmacos
atualmente disponiveis no mercado para o tratamento da
TB, como a rifampicina (4, CIM = 0,23 uM), a isoniazida
(5, CIM = 0,66 uM) e o etambutol (7, CIM = 15,31 uM), o
que demonstra um grande impasse para o desenvolvimento
de novos farmacos que possam ser utilizados no tratamento
da TB.*

Vasconcelos e colaboradores (2018) também realizaram
um estudo sobre a atividade do carvacrol (10) frente ao
M. tuberculosis. Os pesquisadores avaliaram a citotoxicidade
do carvacrol em células VERO e as mudancas morfolégicas
que a atividade do carvacrol e seus derivados podem
acarretar ao M. tuberculosis. Nesse estudo foram utilizados

119

(81%)

OH
Cl
118
OH

(81%)

d

IC5o (kM) CIM (M)

Carvacrol (10)

1,06 £0,4 41,6

115 Inativo
116 Inativo
117 Inativo
118 13,7+1,9 67,69
119 Inativo

Reagentes e condigdes: a) CH;COCl, CH,Cl,, Et;N, t.a 3 h; b) Br,, AcOH, t.a; c) AcOH, HNO;,, t.a; d) SO,Cl,, CCl,, t.a 45

min; e) CHsl, K,CO3, acetona, 60 °C 2 h.

Esquema 13. Rota sintética adaptada de Alokam e colaboradores para a sintese dos compostos 115-119 a partir
do carvacrol (10), juntamente com seus efeitos inibitérios sobre a enzima CM (ICy,) e sobre células de M.
tuberculosis (CIM)>?
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a cepa padrao H37Rv e nove isolados clinicos, dentre os
quais um € suscetivel aos farmacos estreptomicina (STR),
RMP (4), INH (5) e EMB (7); um € monorresistente a INH;
um € monorresistente a STR e os 6 restantes correspondem
as cepas de MDR-TB. Além disso, o grupo de pesquisa
sintetizou tré€s derivados do carvacrol que foram submetidos
atestes frente ao M. tuberculosis (Esquema 14). O composto
115 foi sintetizado pela acetilagdo do carvacrol com anidrido
acético e H,SO,, com 87% de rendimento. O derivado 120
foi obtido pela acilag@o do carvacrol com cloreto de benzoila
(BzCl), na presenca de dgua e hidréxido de sédio (NaOH),
com 72% de rendimento. O composto 35 foi obtido a partir
de uma substitui¢do nucleofilica com cloreto de benzila
(BnCl), na presenca de THF e hidreto de s6dio (NaH),
com rendimento de 76%. A atividade anti-M. tuberculosis
do carvacrol e seus derivados foi obtida por ensaio de
microtitulacio de resazurina (REMA) e a CIM foi definida
como a menor concentragdo que impediu a ocorréncia
da mudanca de coloracdo que indicava crescimento da
micobactéria.”

Frente a cepa de M. tuberculosis H37Rv, os valores de
CIM obtidos para o carvacrol, em pH 6,0 (visto que € o valor
encontrado na célula do macréfago ativado pelo IFN-y, em
uma infecgdo causada pelo M. tuberculosis) e 7,0, foi de
76 uyg mL"'. Em pH 7,0, os derivados 115 e 35 nao mostraram
melhora em suas atividades contra M. tuberculosis, visto
que os valores de CIM foram e 1250 e 312 pg mL",

115
(87%)

respectivamente, e a CIM do derivado 77 (78 pug mL') ndao
mostrou diferenca significativa, em comparagdo aquela
obtida para o carvacrol.*

Nos ensaios de citotoxicidade, o derivado 120 e o
carvacrol se mostraram mais seletivos para M. tuberculosis
H37Rv do que para células VERO (CCy, =86 + 1,41 uyg mL"!,
Indice de seletividade (IS)=1,13;CC5, =203 + 20 ug mL."',
IS = 2,60, respectivamente), o que demonstra determinada
seguranca do carvacrol, ao ser utilizado em alimentos e
na industria farmacéutica, em concentragdes menores do
que 200 pg mL'. A determinagdo da citotoxicidade dos
derivados 115 e 35 nio foi realizada, ja que os valores de
CIM para esses compostos foram bem maiores do que aquele
obtido com o carvacrol.*

Os valores de CIM obtidos frente aos isolados clinicos,
a partir do carvacrol e de combinagdo deste com farmacos
classicos para o tratamento da TB (RMP, INH e EBM)
variaram de 19 a 152 pg mL"! (Tabela 8) e o classificam como
um bom candidato a estudos adicionais para a descoberta
de novos farmacos anti-TB, sobretudo pelo CIM observado
no isolado 19 (uma variante MDR), sobre a qual o carvacrol
apresentou CIM de 19 pg mL").%

Visto que o tratamento para TB consite em uma
politerapia, torna-se essencial o conhecimento acerca de
interagcdes medicamentosas. Desse modo, a combinagao de
carvacrol e rifampicina frente aos isolados clinicos 7, 45,
64 A, 109 e 19 demonstrou aumento do efeito antibacteriano,

OH

35
= (72%)

M. tuberculosis H37Rv
CIM em pH 7,0 (ug mL?)

Carvacrol (10)
115
120
35

76

1250

78
312

Reagentes e condigGes: a) anidrido acético, H,50,, t.a 30 min; b) BzCl, H,0, NaOH, 3 h; c) BnCl, THF, NaH, N,, refluxo

1h, t.a 12 h.

Esquema 14. Rota sintética adaptada de Vasconcelos e colaboradores para a obtenc@o dos derivados 115, 120 e
35, juntamente com os valores de CIM dos compostos frente a M. tuberculosis H37Rv, em pH 7,0%
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Tabela 8. Valores de CIM obtidas para rifampicina (RMP, 4), isoniazida (INH, 5), etambutol (EMB, 7), carvacrol (10) e combinacdes, frente a M. tuberculosis

H37Ryv e isolados clinicos™

Variante/ CIM (ug mL")
Isolados clinicos Carvacrol RMP Carvacrol + RMP INH Carvacrol + INH EMB Carvacrol + EMB
H37Rv 76 0,004 0,002 0,06 0,03 2 0,25
47s 152 0,004 0,001 0,06 0,01 2 2
7 19 0,002 0,0005 0,06 0,03 2 2
4 19 0,12 0,001 4 2 2 2
45 38 32 4 4 2 8 4
64 A 38 200 50 3,12 3,12 2 0,25
109 19 25 12,5 4 2 1 0,5
3614 76 12,5 3,12 6,25 3,12 16 8
71A 76 50 50 12,5 12,5 8 4
19 19 12,5 3,12 3,12 1,56 8 4

em comparacio aquele obtido quando utilizados de forma
isolada. Além disso, nao foi observado antagonismo entre
o carvacrol e outros firmacos anti-TB.>

Através da andlise por microscopia eletronica de
varredura (MEV), foi possivel observar as mudangas
morfolégicas no bacilo exposto a metade da CIM do
carvacrol nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, nos quais
houve mudancas em seu formato e tendéncias para a origem
de aglomerados. Essas mudancas morfoldgicas ilustram a
capacidade de terpenos naturais causarem alteracdes na
membrana celular lipidica da micobactéria, desestabilizagio
de 4cidos graxos, interferéncias em vias metabdlicas,
alteracdo do controle eletrolitico, inibi¢do de atividades
enzimadticas, entre outros efeitos inibitorios. 3

Um dos mecanismos para o desenvolvimento de
resisténcia a antimicrobianos do M. tuberculosis se da pelo
efluxo ativo de farmacos por uma membrana proteica, que
é capaz de transportar farmacos de forma ativa para fora do
organismo. Sendo assim, o ensaio de acimulo de brometo
de etidio foi realizado com o carvacrol sobre M. tuberculosis
H37Rv e avaliado através de andlises de fluorometria.
O carvacrol demonstrou atividade inibitéria da bomba
de efluxo (EPI — do inglés “efflux pump inhibitors“) da
micobactéria, com um valor de fluorescéncia relativa final
(RFF) de 0,38 (similar ao resultado obtido pelo verapamil,
de 0,20, utilizado como controle de EPI). Dessa forma, nesse
estudo, o carvacrol se mostrou um bom candidato para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da
TB, visto que teve boa atividade anti-M. tuberculosis e
sinergismo com a RMP, um farmaco anti-TB.%

Além dos grupos de pesquisa de Alokam (2014)
e de Vasconcelos (2018), Jee e colaboradores (2017)
também estudaram as atividades do carvacrol sobre
a M. tuberculosis, no entanto, em sua forma latente,
utilizando técnicas de modelagem molecular. O estudo
teve foco na inibi¢do da proteina do choque térmico16.3
(sHSP16.3), expressa pelo gene hspX e essencial para a
sobrevivéncia da micobactéria em seu hospedeiro, durante
longos periodos de infecgdo. A sHSP16.3 € uma proteina
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que exerce papel importante na manutencao da laténcia
a longo prazo da M. tuberculosis e é indispensavel para
o crescimento, viruléncia e espessamento da parede
celular da micobactéria, além de poder ser utilizada como
marcador para imunodiagndstico de diversas formas
clinicas de TB. O objetivo do estudo era avaliar a afinidade
de interacdo do carvacrol pela sHSP16.3 e analisar a
estabilidade do complexo ligante-alvo molecular. Os
pesquisadores utilizaram métodos in silico, através de
célculos de docking e dinamica molecular, seguidos de
validag@o dos achados experimentais por meio da mecanica
molecular generalizada, através da drea de superficie
molecular, pelo método de Born/Poisson-Boltzmann.>*

Os resultados mostraram que o carvacrol foi ancorado
com a proteina sHSP16.3 em sua regido ativa, dentro de 5 A.
A pontuagdo de docking do carvacrol foi de 3,26 (Surflex-
Dock) e a energia de docking obtida foi de -5,4 kcal mol”!
(AutoDock). No bolséo catalitico, a molécula do carvacrol
formou uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de
aminodcido Glu92 e quatro intera¢des hidrofébicas com
os residuos Phe93, Ala94, Pro58 e Arg38, demonstrando a
tendéncia inibitéria da sHSP16.3.*

Para confirmar a validade dos dados de docking, os
pesquisadores realizaram uma ancoragem molecular
utilizando uma outra estrutura cristalizada, similar e
homologa, do organismo Schizosaccharomyces pombe (PDB
ID: 3W1Z), na qual os resultados mostraram uma menor
energia de ligacdo e pontuagado de docking, em comparacio
ao modelo da sHSP16.3 da M. tuberculosis. Portanto, foi
confirmada a alta afinidade de interagdo pelo modelo da
proteina sSHSP16.3 e menor interagdo com a homéloga do
Schizosaccharomyces pombe, visto que a pontuacio de
docking, obtida no Surflex-Dock foi de 2,26 e a energia de
docking obtida no AutoDock foi de -4,9 kcal mol!. Sendo
assim, o carvacrol mostrou energia de docking entre -4,6 e
-5,4 kcal mol ™, para 10 conformagdes obtidas no AutoDock,
o que ilustra as conformagdes estdveis da molécula no sitio
de ligacdo.™
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4. Conclusodes

A partir do exposto, percebe-se que uma das maiores
dificuldades no desenvolvimento de novos farmacos &
a resisténcia bacteriana. O carvacrol é um importante
monoterpeno, produzido por diversas espécies de orégano
e tomilho, com grande potencial antimicrobiano. Sugere-se
que a hidroxila fenélica do carvacrol, provavelmente devido
a sua acidez, pode exercer papel importante na atividade
antimicrobiana, visto que os derivados que tiveram um
acréscimo de cadeia alquilica e perderam o grupamento
hidroxila, em geral, tiveram seu potencial antimicrobiano
diminuido. O acréscimo de grupos substituintes na posi¢ao
para do anel benzénico, por sua vez, se mostra promissor,
uma vez que esses grupos levam a um aumento da acidez do
composto e, assim, podem aumentar sua atividade inibitdria.
As porcdes hidrofébicas do carvacrol (suas respectivas
cadeias laterais alifaticas) também se mostram importantes
na atividade antimicrobiana, uma vez que podem interagir
com as membranas plasmadticas das células e promover
sua ruptura e consequente perda de sua permeabilidade
seletiva, levando ao descontrole eletrolitico e posterior morte
celular. Dessa forma, observa-se o potencial do carvacrol
como um composto-lider capaz de ser otimizado para,
possivelmente, se tornar um novo fairmaco com agéo frente
a microrganismos patogénicos resistentes, que constituem
um problema atual para a satdde publica.
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