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RESUMO

As infeccBes fangicas representam um desafio global de saude publica devido
a sua ampla incidéncia e ao seu risco epidemiolégico. A diversidade de
agentes etiolégicos dessas infecgdes impde uma ameaca significativa a satude
e seguranca alimentar em todo o mundo. Especialmente preocupante é a
crescente incidéncia dessas infec¢cdes em individuos imunocomprometidos,
destacando a necessidade urgente de desenvolvimento de agentes
antifangicos novos, especialmente contra as infec¢des sistémicas, incluindo as
do Sistema Nervoso Central, que enfrentam desafios devido a resisténcia aos
farmacos. Neste contexto, a curcumina e 0s curcuminoides emergem como
promissores devido as suas propriedades antimicrobianas, impulsionando a
investigacdo de sua aplicabilidade clinica. Esse estudo teve como objetivo
avaliar as propriedades quimicas e biologicas de curcuminoides monocetdnicos
e sua potencial aplicacdo terapéutica. Os resultados revelaram que o0s
analogos tiofénicos apresentaram maior viabilidade sintética em comparacao
aos andalogos benzénicos, requerendo menos etapas de purificacdo. Além
disso, ndo apresentaram atividade contra bactérias &cido laticas (BAL), sem
inibicdo do crescimento a 500 ug/mL. Os curcuminoides tiofénicos exibiram
atividade antifungica similar aos seus analogos benzénicos, com uma
concentracdo minima inibitéria (CIM) contra Candida albicans (ATCC 14053),
Cryptococcus gattii (Isolado Clinico) e Trichophyton sp. (Isolado Clinico)
variando de 1,9 pg/mL a 62,5 pg/mL, sugerindo que esses analogos
estabelecem uma relacdo bioisostérica classica de anéis. Esses resultados
destacam o potencial dos analogos tiofénicos como candidatos promissores
para o0 desenvolvimento de novos agentes antifungicos, oferecendo
caracteristicas druglikeness adequadas, incluindo os parametros fisico-

guimicos, farmacocinéticos e farmacodinamicos.

Palavras—chave: Antifungico. Curcumina. Candida albicans. Cryptococcus

gattii. Trichophyton sp.



ABSTRACT

Fungal infections represent a global public health challenge due to their
widespread incidence and epidemiological risk. The diversity of etiological
agents of these infections poses a significant threat to health and food safety
worldwide. Of particular concern is the increasing incidence of these infections
in immunocompromised individuals, highlighting the urgent need for the
development of new antifungal agents, especially against systemic infections,
including those of the Central Nervous System, which face challenges due to
drug resistance. In this context, curcumin and curcuminoids emerge as
promising due to their antimicrobial properties, driving research into their clinical
applicability. This study aimed to evaluate the chemical and biological
properties of monocetonic curcuminoids and their potential therapeutic
application. The results revealed that thiophene analogs showed greater
synthetic viability compared to benzene analogs, requiring fewer purification
steps. Additionally, they showed no activity against lactic acid bacteria (LAB),
with no growth inhibition at 500 pg/mL. Thiophene curcuminoids exhibited
antifungal activity similar to their benzene analogs, with a minimum inhibitory
concentration (MIC) against Candida albicans (ATCC 14053), Cryptococcus
gattii (Clinical Isolate), and Trichophyton sp. (Clinical Isolate) ranging from 1.9
pg/mL to 62.5 pg/mL, suggesting that these analogs establish a classical
bioisosteric ring relationship. These results highlight the potential of thiophene
analogs as promising candidates for the development of new antifungal agents,
offering suitable druglikeness characteristics, including physicochemical,

pharmacokinetic, and pharmacodynamic parameters.

Keywords: Antifungal. Curcumin. Candida albicans. Cryptococcus gattii.

Trichophyton sp.
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1. INTRODUCAO
1.1.0s fungos

A quantidade de espécies fungicas existentes ndo € um consenso cientifico,
sendo que dados atuais estimam que o numero de espécies esteja entre 11,7 e 13,2
milhdes (WU et al., 2019), aproximadamente 625 estdo relacionadas a infeccdo em
vertebrados. De todas as espécies fungicas, 200 podem desenvolver relacdes com
humano, seja compondo sua microbiota ou desenvolvendo uma relacédo patogénica
(FISHER et al., 2020a).

Os fungos constituem um clado verdadeiro e representam um grupo
notavelmente diversificado de microrganismos uni ou multicelulares, eucariotos,
enquadrados no Reino Fungi. A classificacdo mais recente destaca a existéncia de
nove Filos distintos de fungos verdadeiros, sendo eles: Opisthosporidia,
Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota,
Mucoromycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota. (NARANJO-ORTIZ;
GABALDON, 2019).

Essa diversidade filogenética reflete a diversidade de formas e funcbes que
os fungos assumem no reino biolégico, abrangendo desde os microrganismos
aguaticos até os fungos decompositores, micorrizicos, liquens e patogénicos
(NARANJO-ORTIZ; GABALDON, 2019).

A abundancia de fungos propicia uma diversidade de interacdes ecoldgicas
com diversos organismos. As associa¢gdes mutualisticas com plantas e algas
resultam na formacdo de micorrizas e liquens, respectivamente. As micorrizas,
associadas principalmente aos filos Glomeromycota e Basidiomycota, estabelecem
relacbes simbidticas com as raizes das plantas, melhorando a absorcdo de
nutrientes. Por sua vez, os liquens, formados pela simbiose entre fungos,
frequentemente do filo Ascomycota, e algas ou cianobactérias, desempenham um
papel vital na colonizacdo de diversos ambientes e na fixacdo de nitrogénio
atmosférico. Essas relagdes ilustram como a abundancia fangica contribui para a
complexidade e equilibrio dos ecossistemas (FISHER et al., 2020a).

Na natureza a maior parte dos microrganismos vivem em associacdes
microbianas heterogéneas conhecidas como biofilmes, que geralmente apresentam
composicdo altamente diversa de microrganismos, incluindo bactérias, fungos,
protozoarios e microalgas (LAGREE; MITCHELL, 2017).
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A classificacdo desses microrganismos ocorre pelas suas caracteristicas
reprodutivas e morfoldgicas, contudo, os avancos recentes em biologia molecular
tornaram a classificacdo dos fungos muito mais precisa e abrangente
(NARANJO-ORTIZ; GABALDON, 2019).

Os fungos podem apresentar duas principais formas de crescimento, o
crescimento hifal filamentoso e o crescimento leveduriforme, ambas as formas
podem ocorrer em um mesmo organismo ditado por diversas caracteristicas do meio
extracelular, incluindo escassez de nutrientes, necessidade de acesso a novos
ambientes, mudancas de temperatura e contato com o sistema imunolégico de um
hospedeiro (CULLEN; SPRAGUE, 2012).

Diversas formas de relacdes negativas com animais podem ocorrer, tais como
0 micetismo, proveniente da ingestdo de cogumelos toxicos; as micotoxicoses,
resultantes da ingestao de alimentos contaminados por micotoxinas; e as micoses,

caracterizadas pela infecgao causada por microrganismos (FIRACATIVE, 2020).

1.2.As infeccdes fungicas

Desde os tempos mais remotos da humanidade, as doencas infecciosas
possuem extrema importancia para a saude coletiva. Embora haja especulacdes
sobre os agentes causadores, € incontestavel afirmar que diversas epidemias e
pandemias desempenharam e continuam a desempenhar um papel significativo
guando se trata da saude em escala global (SPYROU et al., 2019).

Nas ultimas duas décadas, a expansdo do acesso aos cuidados de saude
primarios, as vacinas e de forma concomitante 0s progressos sociais no ambito do
saneamento basico, resultaram em uma marcante reducdo nos indices de
morbidade e mortalidade relacionados a infeccbes do trato respiratorio inferior e
diarreicas (BAKER et al., 2022).

As infecgbes fungicas apresentam ocorréncia mundial, sua variedade de
agentes etioldgicos apresenta um risco epidemiolégico abrangente, com
consequéncias diretas a saude publica, biosseguranca alimentar e a biodiversidade,
afetando inUmeras espécies altamente suscetiveis a essas infecgdes (CSNF, 2017).

Embora presentes em todo o mundo, as doengas infecciosas manifestam-se
de maneira mais acentuada em paises em desenvolvimento e com climas tropicais.

Essa incidéncia é notadamente alta em populagbes rurais e em grupos
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socioeconémicos marginalizados, categorizando muitas dessas infec¢cdes como
doencas negligenciadas pelas companhias farmacéuticas e acfes governamentais
(NAZARETH et al., 2023).

Em 2020, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) elencou as 20 Doencgas
Tropicais Negligenciadas (DTN) mais relevantes da atualidade. Dentre elas,
destacam-se o micetoma, a cromoblastomicose além de outras micoses profundas
causadas por leveduras (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Como um esforgo para reafirmar a importancia das micoses para a saude
mundial, a OMS apresentou um documento destacando os 19 patdgenos fungicos
prioritarios para a saude, dentre eles estdo quatro espécies do género Candida (C.
auris, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis) e duas do género Cryptococcus (C.
neoformans e C. gattii) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022).

As micoses enfrentam desafios significativos em termos de pesquisa devido
as lacunas taxon6micas, tratamentos ineficazes, epidemiologia e na descoberta de
farmacos antimicoticos (COCK; VAN VUUREN, 2020; HYDE et al., 2020).

No contexto de infeccbes  fangicas graves, o0s individuos
imunocomprometidos, bebés prematuros e pacientes diagnosticados com céancer
estdo mais suscetiveis a essas infeccbes em comparacdo com a populagéo
imunocompetente (SPELLBERG, 2011).

Em individuos imunocompetentes, as células de defesa do hospedeiro
identificam infec¢des fungicas por meio do reconhecimento de componentes como
polissacarideos e glicoproteinas presentes na parede celular, toxinas peptidicas
secretadas pelos fungos e até mesmo amostras de material intracelular, como o
DNA fungico (BURSTEIN et al., 2020; SALAZAR; BROWN, 2018).

Ao serem detectados por Receptores de Reconhecimento de Padrbes
(RRPs), esses elementos desencadeiam uma série de respostas imunolégicas.
Essas respostas incluem a fagocitose, a ativagcao do burst oxidativo, caracterizado
pela producdo de espécies reativas de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio, e a
liberacdo de quimiocinas e citocinas, ampliando a defesa imunoldgica contra a
infeccdo fuangica (BURSTEIN et al., 2020; SALAZAR; BROWN, 2018).

Dentro dos microrganismos que apresentam maior risco de resisténcia estao
agueles ligados as Infeccbes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS),
conhecidas como infeccbes nosocomiais ou hospitalares (CORDEIRO BAPTISTA et

al., 2020), isso se da ao fato de que elas ocorrem em ambientes de alta circulagéo



16

de microrganismos resistentes aos farmacos, e que as pessoas estdo em um quadro
clinico mais suscetivel a desenvolver novas infec¢cdes (CABRAL; AG, 2019).

Dados demonstram que durante a pandemia de H1N1 aproximadamente
25% dos pacientes com a influenza chegaram a desenvolver IRAS de origem fungica
ou bacteriana (MACINTYRE et al., 2018). Estudo recente demonstra uma taxa entre
19,4% e 33,3% de infeccdo fungica secundaria em casos de COVID-19 (DU et al.,
2020; VAN ARKEL et al., 2020). Os pacientes em unidades de terapia intensiva por
problemas respiratorios graves, como foi observado abundantemente na pandemia
de COVID-19, tém altos indices de complicacdes devido a infeccdes invasivas
causadas por fungos oportunistas (GANGNEUX et al., 2020; KURRA et al., 2022;
VAN DE VEERDONK et al., 2017).

As infeccbes oportunistas causadas por fungos sdo amplamente relatadas
nos pacientes imunocomprometidos, nos quais uma seérie de fungos patogénicos
apresentam suas complicacbes em estagios tardios da infeccdo (LIMPER et al.,
2017). Alguns dos fungos frequentemente associados a condi¢cdes oportunisticas
incluem Blastomyces spp. (blastomicose), Paracoccidioides spp.
(paracoccidioidomicose), Pneumocystis jirovecii (pneumocistose), Cryptococcus spp.
(criptococose), Candida spp. (candidemia), Aspergillus spp. (aspergilose) e
Histoplasma capsulatum (histoplasmose). Esses fungos podem causar infeccbes
sistémicas, representando um desafio significativo nos cuidados aos pacientes
imunocomprometidos (BROWN et al., 2012; PATHAKUMARI; LIANG; LIU, 2020;
RAUTEMAA-RICHARDSON; RICHARDSON, 2017).

As infeccdes invasivas causadas por fungos, podem ter origem no pulméao
como € o caso das infec¢des adquiridas por via respiratdria causadas por espécies
de Aspergillus, Cryptococcus, Mucorales, originaria da microbiota devido ao
extravasamento de microrganismo do intestino (candidiase) ou na pele causada
principalmente por infecgbes por fungos dermatofitos (RAUTEMAA-RICHARDSON;
RICHARDSON, 2017; WANG et al., 2021).

Enquanto manifestacdes recorrentes de infecgcdes fungicas no Sistema
Nervoso Central (SNC), tém no género Cryptococcus a causa preponderante,
representando aproximadamente 70% das incidéncias globais de meningite fungica
clinicamente diagnosticada. Subsequentemente, observa-se a coccidioidomicose
(16,4%), a candidiase (7,6%) e a histoplasmose (6%) como etiologias relevantes
nessas infecgcdes (CHARALAMBOUS et al., 2018).
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Dentro dos grupos de fungos infecciosos incluem-se os dermatofitos, que sao
fungos patogénicos queratinoliticos causadores de dermatofitoses em humanos e
outros animais. Os dermatéfitos sdo conhecidos desde 1841, quando David Gruby
descreveu fungos que possuem a capacidade de se estabelecer principalmente na
pele, cabelos e unhas (BEGUM et al., 2020; GRASER et al., 2018; VERMOUT et al.,
2008).

Muitas infec¢Bes por dermatofitos se apresentam de forma assintomatica,
contudo, quando ocorre sua manifestagéo clinica, diversos sintomas cutaneos sao
recorrentes, como prurido, dor, descamacéao, formacdo de vesiculas e eritema de
grau leve a moderado. Esses sintomas podem ser agravados por fatores como
idade, estado imunolégico do paciente, profissdo, condigcbes climaticas e
socioeconémicas (GNAT; LAGOWSKI; NOWAKIEWICZ, 2020; KATIRAEE et al.,
2021).

Apesar de raras, as dermatofitoses invasivas podem ocorrer inclusive em
individuos imunocompetentes, mas geralmente sua ocorréncia é favorecida por
imunossupressdes, disturbios linfoproliferativos, dermatofitoses de longo prazo,
diabetes e casos de dermatite atdépica, com o género Trichophyton sendo o mais
recorrente causador dessas infeccdes graves (WANG et al., 2021).

As candidiases podem atingir de 3 a 4 6rgéaos, incluindo, rins (80%), coracéo,
trato gastrointestinal e sistema nervoso central (RAUTEMAA-RICHARDSON;
RICHARDSON, 2017). As infecgbes por Candida de maior morbidade ocorrem
principalmente pela relacdo comensal desse microrganismo com o ser humano, que
em casos de disbiose podem evoluir para uma relacdo patogénica (LI et al., 2022;
ZEISE; WOODS; HUFFNAGLE, 2021).

Ao envolver o SNC, as candidemias apresentam aumento significativo na
morbidade e mortalidade, isso se da principalmente devido a falta de tratamentos
eficientes contra essas infeccbes (SANCHEZ-PORTOCARRERO et al., 2000). A
anfotericina B associada a flucitosina tem sido a op¢ao terapéutica para o tratamento
de infeccbes fungicas associadas ao SNC, contudo, devido ao rapido
desenvolvimento de resisténcia a flucitosina, discute-se o futuro dessa associacao
(LOYSE et al., 2013).

Quando se trata dos azois, todos exibem uma disponibilidade limitada no SNC

para um tratamento eficaz, exceto o voriconazol, que se destaca como uma opc¢ao
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promissora no cenario terapéutico dessas infeccdes (SCHWARTZ, 2005;
SCHWARTZ; REISMAN; TROKE, 2011).

Desta maneira, é de suma importancia a investigacdo dos antifungicos
existentes principalmente em associacdes e a busca de possiveis farmacos novos
com capacidade de combater essas infec¢cdes tanto de forma localizada quanto
sistémica (ASHLEY, 2019).

1.3.0s antifungicos e seus mecanismos de agéo

Um agente antimicrobiano € uma classe de farmacos que tem a capacidade
de matar, inibir a proliferacdo ou reduzir a quantidade de microrganismos em um
meio. Os farmacos antimicrobianos sédo considerados grandes descobertas
cientificas do século XX que permitiram o tratamento de doencas infecciosas que até
entdo eram a maior causa de morte no mundo (PUNJATAEWAKUPT,
NAPAVICHAYANUN; ARAMWIT, 2019).

Uma das maiores dificuldades relacionada aos antimicéticos esta sua
seletividade, uma vez que h& similaridade estrutural e metabdlica entre células
eucaridticas como é o caso da célula fungica e a célula animal. Dessa forma, os
alvos dos farmacos antifungicos acabam apresentando homélogos nas células de
mamiferos, causando efeitos adversos ao hospedeiro (NICOLA et al.,, 2019;
SALAZAR et al., 2020).

Existem diversas classes de farmacos antimicoticos, com mecanismos de
acao diferentes, contudo, trés sdo comumente utilizadas no tratamento de infeccbes
fungicas sistémicas, azois, polienos e equinocandinas representados na Figura 1
(LEE; ROBBINS; COWEN, 2023; SALAZAR et al., 2020).



Figura 1: Mecanismos de ac¢ao de antifungicos.
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Fonte: (LEE; ROBBINS; COWEN, 2023)

Dentre polienos convencionais destaca-se a anfotericina B e a nistatina, que
sdo farmacos altamente lipossoluveis, penetrando com facilidade a bicamada
fosfolipidica se ligando ao ergosterol, criando poros e comprometendo a seletividade
da membrana plamética. Além da nefrotoxicidade, tem sido relatadas altas taxas de
reincidéncia da infeccdo devido ao desenvolvimento de resisténcia a esses
antimicéticos (PAI; GANAVALLI; KIKKERI, 2018; SALAZAR et al., 2020; ZHU et al.,
2021).

Os azbis sdo uma grande classe de farmacos antimicéticos, sendo composta
por imidazéis e triazobis, tendo como principal representante o fluconazol. Os azois
sdo N-heterociclos de 5 membros que a décadas séo utilizados no tratamento de
infeccBes fungicas topicas e sistémicas (LEE; ROBBINS; COWEN, 2023a). Com o
passar dos anos novos azois entraram no mercado farmacéutico, exibindo maior
eficacia e menor toxicidade, incluindo itraconazol e terconazol (SHAFIEI et al., 2020).
Contudo, esses farmacos apresentam limitac6es devido ao efeito fungistatico contra
Candida em concentracdes terapéuticas e de toxicidade alta devido a inibicdo da
atividade de diversas enzimas hepaticas do citocromo P450 (HOEKSTRA et al.,
2014; SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011). Esse grupo de farmacos tem como
alvo a inibicdo da lanosterol-14a-desmetilase, codificada pelo gene ERG11 para
leveduras e CYP51 em filamentosos, que esta envolvida na biossintese do
ergosterol,

o qual compbe apenas em membranas fungicas e de alguns
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protozoarios, de maneira que a ceélula passa a acumular esterois intermediarios
toxicos na membrana plasmatica, afetando diretamente sua permeabilidade
(SALAZAR et al., 2020).

As equinocandinas sdo o grupo de farmacos recentes na classe dos
antifangicos, como € o caso da caspofungina, anidulafungina e micafungina, e duas
novas substancias apresentadas recentemente rezafungina e biafungina que
demonstram bastante potencial devido sua maior poténcia antifingica e menor
toxicidade. Esses farmacos atuam nas subunidades cataliticas das enzimas -1,3-
glucanases, inibindo diretamente a sintese da parede celular que é composta por
aproximadamente 50% de glucanos, facilitando a citdlise (SALAZAR et al., 2020;
SZYMANSKI et al., 2022).

Contudo, o uso irracional de farmacos, associado com fatores ambientais,
clinicos e mecanismos evolutivos dos microrganismos tem tornado esses agentes
cada vez menos eficientes contra variados tipos de organismos infecciosos,
principalmente os multirresistentes (DE OLIVEIRA et al., 2020; FOUNOU; FOUNOU;
ESSACK, 2017).

1.4.A resisténcia fungica

A resisténcia antimicrobiana (RAM) acontece quando 0s microrganismos
mantem sua capacidade de crescimento e disseminacdo na presenca de agentes
antimicrobianos. Esse processo tem ocorrido de maneira bastante acelerada e
atualmente estd entre as maiores preocupacfes para a saude publica mundial
(DADGOSTAR, 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Considerando a RAM, os fungos foram excluidos como possiveis ameacas a
salude publica por décadas, apenas em 2019, Candida auris entrou para o relatério
de resisténcia antimicrobiana como microrganismo de ameaca urgente publicado
pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos EUA , isso se da ao fato
de que apenas recentemente se observou que patdégenos fungicos, assim como as
bactérias, podem desenvolver resisténcia como resposta a pressao seletiva exercida
pelos antimicrobianos (FISHER et al., 2020, 2022; RODRIGUES; NOSANCHUK,
2020).

A resisténcia pode ocorrer in vivo quando ocorre a exposi¢cado prolongada do

patdgeno a um antifingico durante o processo de farmacoterapia (BALLARD et al.,
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2018) ou na natureza quando o fungo patogénico € exposto a agentes antifiUngicos
presentes no ambiente (VERWEIJ et al., 2020).

A resisténcia pode ter diversos mecanismos dependendo do microrganismo,
do farmaco e das condi¢des apresentadas (SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011). A
alteracdo do alvo do farmaco é um mecanismo comum que leva a resisténcia
antifangica adquirida. A resisténcia aos azois € amplamente reconhecida, ocorrendo
por alteragbes nos genes que codificam a lanosterol-14a-desmetilase,
principalmente C. albicans, mais de 140 substituicdes de aminoacidos da proteina
Ergll foram relatadas (MARICHAL et al., 1999; MORIO et al., 2010).

Além disso, a resisténcia pode ser atribuida aos mecanismos de efluxo, em
que o fungo é capaz de bombear o antifiingico para o meio extracelular, reduzindo
sua efichcia. Essa caracteristica pode ser aprimorada em microrganismos
resistentes (VERWEIJ et al., 2020).

Existem duas familias de proteinas que atuam de maneiras distintas para o
efluxo de xenobidticos em células fungicas. A superfamilia dos transportadores ABC
(ATP-binding cassette) por meio de transporte ativo utiliza a hidrélise do ATP para
executar a expulsdo de agentes com potencial efeito antifingico, enquanto a
superfamilia do facilitador principal (MFS) séo transportadores secundarios que se
utiliza da forca motriz de prétons através da membrana plasméatica. Ambas sao
diretamente relacionadas a resisténcia aos azéis (CANNON et al., 2009; LEE;
ROBBINS; COWEN, 2023b).

Geneticamente, os fungos possuem uma plasticidade genbmica muito
acentuada, de tal forma que esses microrganismos podem se adaptar a inUmeras
adversidades do ambiente, incluindo a presenca de antimicrobianos, pela expressao
exacerbada, repressdo ou alteracdo de uma caracteristica (LEE; ROBBINS;
COWEN, 2023a).

A resisténcia aos antifungicos é um problema crescente e € uma ameaca a
saude publica, especialmente para os pacientes imunocomprometidos e em regides
com alta incidéncia de infec¢des fangicas. Por isso, € fundamental a realizacéo de
estudos que visem entender melhor os mecanismos de resisténcia e desenvolver
novas estratégias terapéuticas para o tratamento das infec¢des resistentes (FISHER
et al, 2022; FOUNOU; FOUNOU; ESSACK, 2017; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015).
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Diante do aumento da resisténcia aos antimicrobianos, ha uma grande
necessidade de se buscar novos farmacos com atividade antimicrobiana. Nesse
sentido, torna-se crucial a descoberta de substancias que possam superar as
adaptacdes de resisténcia, abrangendo uma ampla variedade de espécies de
fungos, e que sejam menos toxicos ao hospedeiro (FISHER et al., 2022; NICOLA et
al., 2019; ZARRINFAR et al., 2021).

1.5.A curcumina e curcuminoides como antifiungicos

Durante toda a existéncia humana € possivel observar a utilizacdo de plantas
medicinais no tratamento de doencas. Com o avanco cientifico, os produtos naturais
e seus analogos vém ganhando cada vez mais espaco no universo terapéutico,
principalmente no tratamento de doencas infecciosas e cancer (ATANASOV et al.,
2021).

A curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona) é uma
das principais substancias dos rizomas de Curcuma longa L., popularmente
conhecida como curcuma ou acafrdo-da-terra, sendo uma especiaria muito utilizada
na culinaria mundial. A curcumina € uma substancia fendlica, pouco hidrossoluvel e

apresenta diversas atividades terapéuticas (AHSAN et al., 2020).

Figura 2: Estrutura molecular da curcumina.
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A utilizacdo de curcuma nas medicinas tradicionais chinesa e indiana remonta
h& milhares de anos, com diversas aplicacbes: tosses inflamatérias, doencas
respiratorias, gripe, sinusite, disturbios hepaticos, artrite, problemas digestorios,
gueimaduras entre outros iniameros beneficios (AKABERI; SAHEBKAR; EMAMI,
2021).
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As atividades da curcumina envolve acdes contra diversas doencas
infectocontagiosas e inflamatorias, devido as suas propriedades antioxidante,
antimicrobiana e anti-inflamatéria (KHARAT; MCCLEMENTS, 2019; MUNEKATA et
al., 2021). Quando se trata de novos antifingicos, a curcumina e os curcuminoides
demonstram uma atividade promissora, além de um alto indice de seletividade
(ANWAR et al., 2022).

Estudos recentes demonstram o potencial inibitério da curcumina contra
diversos géneros de fungos patogénicos, incluindo Rhizopus, Candida,
Paracoccidioides, Trichophyton e Microsporum (DONG et al., 2021; PRAJAPATI et
al., 2021; ROCHA et al., 2021; ZARRINFAR et al., 2021).

Em estudos com diversos fungos patogénicos humanos foi possivel observar
a acdo da curcumina em relacdo aos farmacos de referéncia, apresentando
concentracfes inibitérias minimas de 32 vezes menores que o fluconazol contra
cepa isolada de Paracoccidioides brasiliensis MGO05 (0,5 yg/mL) e 4 vezes menores
contra P. brasiliensis Pb18 e B339 (2 yg/mL) (MARTINS et al., 2008).

Contra leveduras, incluindo diversas espécies de Candida isoladas de
pacientes HIV-positivos, a curcumina apresentou atividade maior que o fluconazol na
inibicdo da adesdo dessas leveduras no epitélio bucal humano (MARTINS et al.,
2008).

Quando se trata de curcuminoides sintéticos, observou-se que analogos
monocetonicos demonstraram valores de CIM 62,5 pyg/mL contra Candida albicans
ATCC 10231 e Candida krusei ATCC 90878 (UD DIN et al., 2017). Nesse mesmo
sentido, pode-se destacar compostos ainda mais promissores quando testados
contra C. albicans, Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus, Aspergillus niger e C.
neoformans com valores de CIM entre 6,2 e 25 pg/mL (NAGARGOJE et al., 2020).

Ao comparar a curcumina, 0s curcuminoides monocetbnicos apresentam
aumento da fotoestabilidade, aumento da poténcia, desaceleracdo da metabolizacdo
e aumento da absor¢éo, sendo mais vantajosos em aplicacbes farmacéuticas do que
a curcumina (OLIVERA et al., 2012; VIGATO et al., 2022).

Vérias terapias fotodinAmicas sdo empregadas para aprimorar o efeito
antifangico da curcumina e curcuminoides, isso ocorre devido a propriedades
fotoexcitaveis que ativam essas substancias, aumentando seu efeito contra
patogenos fangicos (DOVIGO et al., 2011a, 2011b, 2013).
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Deste modo, pode-se afirmar que curcuminoides monoceténicos representam
um promissor grupo de substancias com atividade antifangica descrita contra

diversos géneros fungicos patogénicos de humanos e animais.

1.6.0 tiofeno e o bioisosterismo de anéis

Em quimica medicinal, o bioisosterismo € uma das principais estratégias no
planejamento de novas substancias bioativas, sendo amplamente utilizado para
otimizar as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas. Segundo Lipinski,
bioisdsteros sao “grupos ou moléculas que possuem semelhancas quimicas e
fisicas, produzindo propriedades biologicas amplamente similares™ (LIPINSKI, 1986).

Uma definicAo mais atual de bioiséstero enquadra todos as moléculas ou
grupos que possuam formas, volumes e distribuicdo de elétrons aproximada,
exibindo propriedades fisico-quimicas e bioldgicas semelhantes (EL-SHERSHABY et
al., 2021).

Os bioisosteros podem ser categorizados como classicos quando apresentam
semelhancas em caracteristicas fundamentais, como o numero de atomos, a
contagem de elétrons de valéncia e o grau de insaturacdo. Por outro lado, sédo
considerados ndo-classicos quando as semelhancas sdo mais singulares,
abrangendo aspectos como pKa comparavel, potenciais eletrostaticos, bem como
orbitais de fronteira (HOMO e LUMO) com energias similares (DICK; COCKLIN,
2020).

Entre os diversos grupos bioisostéricos classicos temos a equivaléncia de
anéis, onde anéis equivalentes tendem a apresentar atividades semelhantes em
sistemas biol6gicos, sdo exemplos de anéis bioisosteros: -O-, -S-, -CHe-
(tetraidrofurano, tetraidrotiofeno, ciclopentano), -CH=, -N= (benzeno, piridina) e -CH=
CH, -S- (benzeno, tiofeno) (DICK; COCKLIN, 2020; MEANWELL, 2011).

Por ser uma das taticas de planejamento molecular mais aplicadas em
quimica medicinal varios exemplos da literatura trazem a aplicagéo de bioisosterismo
em diversas moléculas com as mais distintas indicagbes terapéuticas (EL-
SHERSHABY et al., 2021; LIPINSKI, 1986; MEANWELL, 2011).

O anel tiofénico apresenta uma nuvem de elétrons que o confere reatividade
semelhante ao benzeno (RUSU et al., 2023). Estudos estruturais do tiofeno como

potencial grupo toxicoférico ndo forneceram alertas conclusivos. No entanto, é
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conhecido que diversos processos metabdlicos oxidativos podem transformar
tiofenos em intermediarios eletrofilicos e instaveis, como S-0xidos, epéxidos e acidos
sulfénicos(DANG et al., 2017).

Embora existam excecdes, € relatado uma maior tendéncia de toxicidade dos
analogos tiofénicos, sendo moléculas de grande interesse de atividade
antimicrobiana e anticancer (MARTIN-SMITH; REID, 1959).

InvestigagOes acerca do potencial antimicrobiano de derivados chalconicos
contendo anel tiofénico apresentaram uma CIM de 0,313 ug/mL contra C. albicans
(MAZIMBA, 2015). Outro experimento observou o potencial antibacteriano de
derivados de 2-aminotiofénicos contra Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Escherichia
coli e Staphylococcus aureus, com valores de CIM entre 12,5 e 50 pg/mL (PRASAD
et al., 2017).

1.7.0 microbioma e a microbiota humana

Os mamiferos vivem em uma associacdo coevolutiva bastante intima com
uma infinidade de microrganismos comensais e residentes que ocupam as mais
diversas regides anatdmicas (WANG; KASPER, 2014)

De modo geral, tanto as mucosas quanto a pele dos animais apresentam uma
composi¢cdo microbiana ampla e diversificada. A composicdo dos microrganismos
desempenha um papel crucial em varios aspectos relacionados a saude, incluindo,
mas nao se limitando a, infec¢cdes oportunistas, equilibrio do sistema imunolégico,
inflamacdes e predisposicdo a doencas neurodegenerativas e cancer (ALTHANI et
al., 2016; MARTINO et al., 2022).

A microbiota desempenha um papel fundamental na manutencéo da saude do
hospedeiro, sendo que esses microrganismos produzem ativamente metabdlitos
responsaveis pela modula¢do do sistema imune, assim como ocupam o habitat ndo
permitindo a instalacéo de espécies invasoras e possiveis patégenos. Aléem disso o
termo “eixo intestino-cérebro-pele” e sua relacdo com a homeostase vém sendo
destacados pela comunidade cientifica. Doengas como dermatite atOpica, acne
vulgar, psoriase, rosacea e melasma estao intrinsicamente relacionadas a fatores
emocionais e ao desequilibrio microbiano da pele e do intestino (BURSTEIN et al.,
2020; KALIL et al., 2020; WHITE et al., 2014).



26

Por atuar como primeira barreira imunoldgica contra agressées do ambiente
assim como contra 0S microrganismos patogénicos, a pele se torna um importante
nicho ecoldgico, onde uma microbiota rica e diversa desenvolve inUmeras relagées
interespecificas, que podem ser harmdnicas ou desarmdnicas (BURSTEIN et al.,
2020; PELUZIO; MARTINEZ; MILAGRO, 2021).

Deste modo a pele esta em constante interagdo com microrganismos, muitos
deles em uma relacdo comensal com o hospedeiro, onde € positiva para o
microrganismo e neutra para o hospedeiro, bem como ocorrem relacdes
mutualisticas onde ambos os individuos sédo beneficiados (BURSTEIN et al., 2020;
KALIL et al., 2020; WHITE et al., 2014; YOO et al., 2020).

A pele, por ser suscetivel a diversas infecgfes fungicas, evidencia de maneira
clara o papel fundamental desempenhado pela microbiota. Essa comunidade
microbiana ndo apenas ocupa esse nicho ecolégico de maneira essencial, mas age
como uma barreira, prevenindo a colonizacdo por microrganismos
patogénicos(ALTHANI et al., 2016; BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018).

A microbiota intestinal estabelece uma ligacdo intima entre hospedeiro e
microrganismo, sendo que a relacdo entre diversidade microbiana e a saude do
hospedeiro € bastante evidenciada (MODI; COLLINS; RELMAN, 2014; RINNINELLA
et al., 2019; YOO et al., 2020)

Quando se aborda a interagdo entre microrganismos e seres humanos, ha
ampla discussdo sobre quando exatamente essa relacdo se inicia. Alguns
argumentam que ocorre durante o parto, enquanto outros sugerem que a exposi¢ao
se inicia dentro do uUtero materno. Independentemente do momento preciso, €
inegavel que o contato entre animais e microrganismos € estabelecido nos
primordios da vida e persiste ao longo de todo o curso existencial (MARTINO et al.,
2022; RODRIGUEZ et al., 2015).

Essa relacdo coevolutiva apesar de sempre existir € altamente sensivel a
mudancas do meio, como o0 consumo de alimentos processados, mudancas nos
habitos alimentares e o uso de medicamentos (LEONG et al., 2018).

O uso de antimicrobianos e sua alteracdo na microbiota tem clara relacao
com controle de infec¢cdes secundarias (BOSSO; MAULDIN; SALGADO, 2010),
obesidade, doencas inflamatorias, doencas autoimunes a medio ou longo
prazo(GLASSNER; ABRAHAM; QUIGLEY, 2020; LEONG et al., 2018) e a producao

de vitaminas B solluveis (cobalamina, tiamina, piridoxina, biotina, folato, acido
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nicotinico, acido pantoténico), vitamina K e acido lactico (DAS; BABAEI; NIELSEN,
2019; LEBLANC et al., 2011).

Estudos recentes demonstram que mesmo farmacos sem agéo antimicrobiana
como metformina, inibidores de bomba de prétons (IBPs), laxantes, estatinas,
antidepressivos e opioides, podem ter efeito intenso na composi¢do e na funcao da
microbiota intestinal (FORSLUND et al., 2015; FREEDBERG et al., 2015)I.

O uso de antimicrobianos tem diversas consequéncias a diversidade
microbiana intestinal, entre elas o aumento da concentracdo de acido sialico livre
derivado do hospedeiro, o que favorece o crescimento de populacbes de
microrganismos oportunistas, sendo diretamente relacionado ao desenvolvimento de
colites por Clostridium difficile e infeccbes por Salmonella enterica serovar
Typhimurium (MODI; COLLINS; RELMAN, 2014; NG et al., 2013; STEVENS et al.,
2011).

Do mesmo modo que a diminui¢cdo da diversidade microbiana intestinal esta
diretamente relacionada a diminuicdo da expressao intestinal da proteina Reglll-y,
que atua no controle da populag¢édo de Enterococcus resistente a vancomicina (VRE)
e consequentemente no seu extravasamento para a corrente sanguinea (BRANDL
et al., 2008).

Em termos gerais, qualquer disbiose, seja relacionada aos habitos ou
induzida por medicamentos, pode resultar em sérios impactos na saude do
individuo. Em casos mais graves, e bastante comuns, a dishiose pode desencadear
respostas desreguladas a infec¢Bes, disfuncdo de oOrgdos e riscos de vida.
(KREZALEK et al., 2016).

A caracterizacdo da disbiose, marcada pela reducdo da diversidade
microbiana normal, contribui para um comprometimento significativo da saude,
podendo levar ao aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, aumentando a
passagem de microrganismos do lumen intestinal para a corrente sanguinea,
favorecendo o desenvolvimento de sepse. A mudanca de um microbioma saudavel
para um patobioma é intrinsicamente relacionada com o desenvolvimento dessa
condicdo (KREZALEK et al., 2016).

Quando exploramos a diversidade do microbioma intestinal, observamos que
os filos Firmicutes e Bacteroidetes constituem aproximadamente 90% de da
diversidade microbiana residente (Figura 3). De modo que, no contexto dos

probiéticos, os géneros Lactobacillus (atualmente separado em Lactobacillus,
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Levilactobacillus e Lacticaseibacillus) e Bifidobacterium destacam-se como os mais
prevalentes, sendo o primeiro predominante durante a fase adulta e o segundo
durante a primeira infancia (RINNINELLA et al., 2019).

Figura 3: Classificacao e diversidade da microbiota intestinal.

PHYLUM CLASS ORDER FAMILY GENUS SPECIES
examples examples examples examples examples examples

Actinobacteria

Firmicutes

Bacteroidetes

Fonte: (RINNINELLA et al., 2019)

A definicdo contemporanea de probidtico caracteriza esses microrganismos
como agentes vivos que, ao serem consumidos em quantidade adequada, exercem
efeitos benéficos na saude, estendendo-se para além dos beneficios nutricionais
(GUARNER, 1998).

O entendimento atual revela a conexdo entre a alteracdo da microbiota
intestinal e cutanea e o surgimento de uma ampla gama de doengas, abrangendo
desde infecciosas até autoimunes e inflamatérias. Além disso, evidéncias respaldam
os efeitos benéficos associados ao uso especifico de probidticos para a promocao
da saude (WIEERS et al., 2020).
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A terapia com antimicrobianos perturba diretamente a diversidade microbiana
intestinal, de modo que a area da farmacomicrobiémica vem demonstrando cada vez
mais sua importancia em elucidar o papel da microbiota intestinal em fatores como
biodisponibilidade, transformacdes enzimaticas, bioatividade e toxicidade
contribuindo para a eficacia e seguranca dos farmacos (AZIZ et al., 2018).

Sendo assim, se torna de suma importancia que novas substancias bioativas
sejam seletivas quanto a microbiota intestinal, contribuindo de maneira significativa
para sua seguranca e diminuindo o risco de desenvolvimento de comorbidades

relacionadas a terapia por antimicrobianos.

2. JUSTIFICATIVA

A busca por novos agentes antifingicos é uma necessidade no campo da
saude, dada a crescente incidéncia de infec¢cbes fungicas, especialmente em
individuos imunocomprometidos. A resisténcia aos antifUngicos existentes e 0s
desafios associados ao tratamento eficaz dessas infec¢cdes destacam a urgéncia na
identificacéo e desenvolvimentos de alternativas terapéuticas.

A resisténcia aos farmacos € um desafio global no tratamento das infeccdes
fungicas. Em 2022 a OMS divulgou a primeira lista de fungos que ameacam a saude
publica. Nessa lista se destaca a resisténcia aos antifUngicos como uma ameaca
crescente e emergente, especialmente no tratamento de pacientes
imunocomprometidos, como os HIV-positivos e transplantados (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022).

A abordagem de descoberta de novos agentes antifingicos implica a
exploracdo de compostos inovadores que possam superar as limitacbes dos
tratamentos convencionais. A compreensao mais aprofundada dos mecanismos de
resisténcia fungica e a evolucdo das cepas patogénicas destacam a necessidade de
estratégias terapéuticas inovadoras.

Nesse contexto, os produtos naturais surgem como uma abordagem
promissora contra esse problema eminente. A curcumina e curcuminoides vém
demonstrando que podem apresentar um caminho quanto a pesquisa de farmacos
novos, ndo apenas respondendo aos desafios clinicos presentes, mas contribuindo

para a preparacdo para futuras emergéncias fungicas.
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O trabalho de Polaquini destacou trés curcuminoides com atividade anti-
Candida in vitro, e caracteristicas quimicas como a maior estabilidade e
acessibilidade sintética quando comparados a curcumina, sendo nomeadas no
presente trabalho como Ben-1 e Ben-2 e Tiof-2. Tais substancias apresentaram
valores de CIM entre 7,4 e 31,2 umol/L contra diversas espécies do género Candida
(POLAQUINI, 2019). Tais resultados abriram caminhos para a investigacao do efeito
antifingico de amplo espectro dessas substancias assim como novos analogos e
discussOes relacionadas a sua seguranca.

Dessa forma, o presente trabalho se encoraja a partir resultados obtidos por
Polaquini, para investigar a atividade antifungica in vitro de analogos tiofénicos,
estruturalmente relacionados aqueles avaliados previamente pelo grupo. Além disso,
a presente dissertacdo busca substancias com caracteristicas relacionadas a sua
toxicidade e seletividade, principalmente interacdo com microrganismos que compde

a microbiota intestinal e suas propriedades druglikeness.

3. OBJETIVOS
3.1.0Objetivo geral

Investigar bioisosteros de curcuminoides fendlicos contra diversos fungos
patogénicos, analisando possiveis aspectos fisico-quimicos e farmacocinéticos e sua

toxicidade.

3.2.0bjetivos especificos

- Sintetizar, purificar e identificar curcuminoides tiofénicos;

-Predicdo de propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas das substancias

baseado em avaliac¢des in silico.

-Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima e Concentragdo Fungicida Minima dos
analogos contra Candida albicans (ATCC 14053), Cryptococcus gattii (Isolado
Clinico), Trichophyton sp. (Isolado Clinico);

-Observar sua atividade contra microrganismos probidticos com o objetivo de avaliar

a seletividade;
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-Analisar toxicidade no modelo in vivo Galleria mellonella.

4. MATERIAL E METODOS
4.1.Planejamento molecular dos anélogos sintetizados

O trabalho de Polaquini apresentou as substancias benzéncias substituidas
pelo grupo hidroxila em meta (Ben-1) e para (Ben-2) com atividade antifingica
contra cinco espécies de Candida e baixa toxicidade em larvas e Galleria mellonella
(POLAQUINI, 2019). (Figura 4).

Figura 4: Estrutura geral dos analogos benzénicos antifungicos reportados por
(POLAQUINI, 2019)

§ g = Ben-1. R = 30H
I Ben-2. R = 40H

Fonte: autoria propria.

Com base no conceito de bioisosterismo classico (LIPINSKI, 1986) foram
planejados uma série de analogos tiofénicos com modificacbes no anel benzénico.
Diante desse planejamento variou-se a posicéo da hidroxila nas posi¢des orto (Tiof-
1), meta (Tiof-2) e para (Tiof-3) (Figura 5).

Figura 5: Estrutura geral dos analogos tiofénicos.

0 .
Tiof-1. R =20H
N X F s Tiof-2. R = 30H
R:— P \ / Tiof-3. R = 40H

Fonte: autoria propria.
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4.2.Sintese e purificacao
4.2.1. Sintese dos analogos benzénicos (Ben-1 e Ben-2)

Os dois compostos benzénicos (Ben-1 e Ben-2), foram sintetizados por meio
de uma etapa empregando reacdo de condensacao alddlica (CAO et al., 2012). Em
dois balbes reacionais, foram adicionados benzilideneacetona (3 mmol),
solubilizados em 10 mL de etanol. Posteriormente, adicionou-se o0 respectivo 3-
hidroxi- ou 4-hidroxibenzaldeido (3,2 mmol), e em seguida, gotejou-se lentamente
uma solucédo de NaOH (2,25 mol/L). A reacao foi mantida por overnight, permitindo o
consumo parcial dos reagentes limitantes e a observacédo de subprodutos. Ao final
da reacdo, o meio reacional foi acidificado até pH 5, sendo vertido em gelo. O
produto bruto foi mantido em geladeira por apés 24 horas, ndo havendo a formacéo
de precipitado. A solucédo foi submetida a particdo liquido-liquido utilizando como
fase organica hexano e acetato de etila (6:4) obtendo um material oleoso.

Foram necessarias duas etapas de purificagdo por cromatografia em coluna.
A primeira envolveu cromatografia em coluna de gel de silica, com fase movel
hexano e acetato de etila (7:3). A segunda separacéao foi realizada por cromatografia
de permeacdo em gel (Sephadex® LH-20) utilizando etanol como fase moével.
Ambas as substancias foram obtidas como um material sélido de coloracdo amarela.

As reacoes e a reunido das fracGes provenientes das colunas cromatogréaficas
foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada de gel de silica, sendo
as cromatoplacas reveladas em lampadas ultravioleta com comprimentos de onda

de 254 e 365 nm, e com anisaldeido sulflrico, seguida de aquecimento.

4.2.2. Sintese dos analogos tiofénicos (Tiof-1 —Tiof-3)

Os trés compostos tiofénicos (Tiof-1 —Tiof-3), foram sintetizados por meio de
duas etapas empregando reacdes de condensacéo alddlica (CAO et al., 2012).

Primeira etapa: Em um baldo reacional sob banho de gelo foram adicionados
0s respectivos 2-, 3- e 4- hidroxibenzaldeidos (3 mmol), solubilizados em 10 mL de
acetona. Em seguida, adicionou-se 1 mL de solu¢cdo de NaOH (2,25 mol/L) ao meio
reacional. ApGs 4 horas, observou-se que houve a converséao total do aldeido de
partida, tendo como resultado o intermediério desejado. Ao final da rea¢do, o meio

reacional foi acidificado até pH 5, sendo vertido em gelo para induzir a precipitagao.
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A solucdo heterogénea foi filtrada apds 24 horas obtendo um precipitado amarelo
palido.

Segunda etapa: Em um baldo reacional, foram adicionados os respectivos
intermediarios (1 mmol), solubilizados em 10 mL de etanol. Posteriormente,
adicionou-se 2-tiofeno-carboxaldeido (1,2 mmol), e em seguida, gotejou-se
lentamente uma solucdo de NaOH (2,25 mol/L). Apds 3 horas, as reacdes foram
encerradas com o consumo total dos reagentes limitantes. Ao final da reacdo, o meio
reacional foi acidificado até pH 5, sendo vertido em gelo para induzir a precipitagao.
A solucdo heterogénea foi filtrada apds 24 horas obtendo um precipitado amarelo
intenso. O precipitado (produto bruto) foi submetido a purificacbes por coluna
cromatografica de gel de silica, com fase movel hexano, acetato de etila e acetona
(8:1:1).

As reac0les e a reunido das fracdes provenientes das colunas cromatograficas
foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada de gel de silica, sendo
as cromatoplacas reveladas em lampadas ultravioleta com comprimentos de onda
de 254 e 365 nm, e com anisaldeido sulfurico, seguida de aquecimento.

Para a identificacdo da estrutura dos curcuminoides tiofénicos (Tiof-1 — Tiof-
3) foram utilizadas as técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN de H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono Treze (RMN de 3C). Os

espectros de RMN foram anexados como apéndice.

4.3.Predicdo das propriedades fisico-quimica, farmacocinéticas e
druglikeness utilizando SwissADME

A plataforma online do Instituto Suico de Bioinformatica, conhecida como
SwissADME® (/lwww.swissadme.ch/), foi empregada para predizer as propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas e druglikeness das substancias. Os codigos
estruturais SMILES foram inseridos na caixa de entrada da ferramenta disponivel na
pagina da web, e os resultados foram gerados de maneira autbnoma pela
ferramenta (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

4.3.1. Brain Or Intestinal Estimated Permeation Method (BOILED-Egg)

A ferramenta SwissADME® utiliza o modelo chamado Brain Or Intestinal
Estimated Permeation Method (BOILED-Egg), o qual emprega parametros fisico-

quimicos. Esses parametros incluem a lipofilicidade, determinada pelo coeficiente de
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particdo n-octanol/agua (log P), e a polaridade molecular, representada pela area da
superficie polar (PSA). A ferramenta utiliza essas informacdes para classificar as
substancias com base em sua capacidade de permeacdo pela mucosa intestinal e
barreira hematoencefélica (BHE) (DAINA; ZOETE, 2016).

A partir desses parametros € gerado um grafico em que as substancias
representadas na area amarela indicam boa permeabilidade intestinal e BHE. As
substancias na area branca mostram boa absorgdo intestinal, mas ndo penetram
bem pela BHE. As substancias presentes na area cinza ndo possuem penetracao
adequada (DAINA; ZOETE, 2016).

Além disso, substancias representadas como um ponto vermelho nao tém
afinidade com a glicoproteina P (gp-P), a qual € uma importante bomba de efluxo de
xenobidticos do SNC para a corrente sanguinea. As substancias representadas
como um ponto azul tém alta interacdo com a gp-P e a torna em baixa concentracéo
no SNC (DAINA; ZOETE, 2016).

4.4.Testes de suscetibilidade in vitro para fungos

A atividade antifingica dos compostos foi avaliada por meio de ensaios de
susceptibilidade contra Candida albicans, Cryptococcus gattii, Trichophyton sp.. Os
ensaios foram realizados no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) com a supervisdo do Professor

Dr. Anderson Assuncao Andrade.

4.4.1. Determinacédo da Concentracdao Inibitéria Minima (CIM)

Os perfis de suscetibilidade dos fungos aos compostos foram determinados
pelo método de microdiluicio em caldo de acordo com os documentos do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) para leveduras (M27-A3 e M27-S4) e
dermatéfitos (M38-A2) (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2008a, 2008b, 2008c), utilizando meio de cultura RPMI 1640 (Himedia Laboratories
®, Mumbai, india) tamponado (pH 7,0) com acido morfolinopropanosulfénico a 0,165
mol/L (MOPS; Sigma-Aldrich ®). Todos os testes foram realizados em duplicata, em
dois experimentos independentes. O fluconazol (Pfizer ®, Guarulhos, Sao Paulo,

Brasil) foi utilizado como controle positivo.
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A CIM foi determinada visualmente como a menor concentracdo da
substancia que foi capaz de inibir completamente o crescimento fangico em relacéo
ao controle positivo. Para o fluconazol, foi definida como a menor concentracao

capaz de inibir 50% do crescimento fungico.

4.4.2. Teste de suscetibilidade para leveduras

Leveduras foram subcultivadas em agar Sabouraud dextrose (ASD; Himedia
Laboratories ®) com cloranfenicol (50 mg/L; Ariston ®, Sao Paulo, Brasil) e
incubadas em estufa a temperatura de 36 °C £ 1. Foram realizados dois cultivos de
cada amostra antes do cultivo final de 24 horas utilizado para o teste. Colonias foram
suspensas em salina estéril (0,85%) e a suspensdo ajustada para 1 a 5 x 10°
UFC/mL por contagem em camara de Neubauer e andlise espectrofotométrica (BEL
Photonics ®) no comprimento de onda de 530 nm para transmitancia de 85%.

Em seguida, a suspenséao foi diluida 1:50 em salina estéril, e depois diluida
novamente 1:20 em meio RPMI 1640, resultando em uma suspenséo contendo 1 a 5
x 10% UFC/mL. Dessa suspensdo, 100 puL foram adicionados em cada poco da placa
de microtitulacdo contendo 100 pL previamente preparados por diluicbes seriadas
dos compostos em diferentes concentragdes (variando de 62,5 a 0,48 pg/mL),
resultando em uma concentracéo final fingica de 0,5 a 2,5 x 10° UFC/mL. Em todas
as placas foi incluido o fluconazol como controle positivo, além dos controles de
crescimento (inéculo fungico sem tratamento) e negativo (somente meio de cultura).

As placas foram incubadas para leitura a 36 °C + 1 por 24 horas.

4.4.3. Teste de suscetibilidade para dermatéfitos

Os dermatofitos previamente cultivados em ASD, foram subcultivados em
agar batata dextrose (ABD; Himedia Laboratories ®) em tubo inclinado e incubados
a 28 °C por 4 dias.

Apb6s o periodo de incubacao, as colbnias foram cobertas com salina estéril
(0,85%) e suas superficies raspadas com a ponta de uma pipeta Pasteur de vidro
estéril. Em seguida, a suspensao de conidios e de fragmentos hifais foi filtrada em
gaze estéril e a sua densidade foi ajustada em espectrofotdmetro, ao comprimento
de onda de 520 nm para uma transmitancia de 70 a 72%, levando a obtencéo de

uma suspensdo contendo de 2 a 4 x 10° UFC/mL. A concentracéo de conidios foi
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confirmada pelo cultivo da suspensdo em ASD e posterior contagem das colbnias
apos a incubacéo a 28 °C, até que as mesmas se tornassem visiveis. A suspensao
foi diluida 1:50 em meio RPMI 1640 e, em seguida, 100 pL foram adicionados em
cada poco da placa de microtitulagdo contendo 100 pL previamente preparados por
diluicdes seriadas dos compostos em diferentes concentracdes (62,5 a 0,48 pug/mL),
resultando na concentragéo final de conidios 2 a 4 x 10* UFC/mL. As placas foram

incubadas para leitura a 28 °C por 4 dias.

4.4.4. Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi realizada por
meio da semeadura com alca de Drigalski em ASD de 10 pL dos poc¢os que nao
mostraram crescimento visivel nos ensaios da determinacdo da CIM, além dos
pocos de controles positivo e negativo. A CFM foi definida como a menor
concentracdo dos compostos testados que promoveu uma reducdo do crescimento
fungico igual ou superior a 99,9% em relacdo ao inéculo original do controle positivo,
apos incubacao das placas por 24 h a 37 °C para leveduras ou a 28 °C por quatro
dias para dermatofitos (CANTON et al., 2003).

4.5.Bactérias do acido latico (BAL)

A avaliacéo da atividade antibacteriana dos compostos foi realizada por meio
ensaios de susceptibilidade contra bactérias probidticas. Os ensaios foram
realizados no Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia (LABIM) da Universidade
Federal de Cataldo (UFCat) com a supervisdo da Professora Dra. Jupyracyara

Jandyra de Carvalho Barros.

4.5.1. Padronizacdo do in6culo bacteriano

Foram empregados como modelo de bactérias probidticas Lactobacillus
acidophilus - LA85 (Jiangsu Wecare Biotechnology, China), Levilactobacillus brevis -
LBO1 (Wecare Probiotics, China), Lacticaseibacillus casei - LC111/04 (Florien,
Bélgica) e Bifidobacterium bifidum - BBi32 (Wecare Probiotics, China). Todos o0s
cultivos foram mantidos a 37 °C por 24 horas. Ap0s esse processo, foi ajustada a

turbidez da solugdo comparando com a solugdo padrao de 0,5 McFarland que
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equivale a 108 UFC/mL (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2023) com adaptacoes.

4.5.2. Preparo das concentragfes

As diferentes substancias, inicialmente, foram preparadas em caldo MRS
estéril, diluidos em dimetilsulfoxido (DMSQO) a 1% estéril, na concentracdo estoque
de 1000 pg/mL.

4.5.3. Ensaio antibacteriano

Em condicbes assépticas e em diferentes placas de 96 pocos, foram
conduzidos os ensaios com as bactérias probioticas, utilizando como meio de cultura
caldo Man Rogosa & Sharp (MRS).

Foram dispostas 10 diluicdes seriadas (colunas de 1 a 10), sendo testadas
em triplicata. Como controle positivo, foi utilizado o caldo estéril com norfloxacina,
enquanto o controle veiculo constituiu-se de caldo estéril (1 % DMSO v/v). O
primeiro poco foi adicionado 100 uL de solugdo estoque com 100 pyL de meio de
cultura estéril, a partir dessa foram executadas diluicbes seriadas nas
concentracdes: 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,6, 7,8, 3,9, 1,9 e 0,97 pg/mL. Em cada
um dos pocgos foram adicionados 5 pL do in6culo microbiano correspondente.

4.5.4. Uso da colorimetria para deteccéo da atividade antibacteriana

Cada poco com as diluicdes dos compostos recebeu 10 uL do corante estéril
azul de metileno 0,1%. No que se refere aos lactobacilos, as placas foram seladas
com filme plastico de parafina (Bemis®), incubadas a 37 °C por 72 horas e,
posteriormente, o resultado foi expresso em microrganismos sensiveis aos
compostos testados (coloracdo azul-esverdeado) e resistentes (coloragcédo verde
claro). Foi considerada como CIM aquela de menor valor, na qual nao foi
evidenciado indicagdo de crescimento bacteriano (CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE, 2023).
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4.6.Toxicidade contra larvas de Galleria mellonella

A avaliagdo de toxicidade das substancias foi realizada no Laboratorio de
Expresséo Génica e Protedmica de Fungos Filamentosos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo (USP) com supervisédo
da Professora Dra. Marcia Regina von Zeska Kress.

A toxicidade de Tiof-1, Tiof-2, Tiof-3 e fluconazol foi avaliada utilizando larvas
de G. mellonella, um modelo n&o-vertebrado, seguindo procedimentos previamente
estabelecidos (IGNASIAK; MAXWELL, 2017). Cada substancia foi testada em
grupos de 5 larvas no sexto estagio de desenvolvimento, com peso entre 200 e 250
mg, colocadas em placas de Petri (60 mm x 15 mm). As doses testadas para cada
substancia variaram de 0,55 mg/kg a 5,57 mg/kg. Os grupos de controle incluiram
etanol a 99,9% (controle positivo), DMSO a 40% (controle veiculo), agua destilada
(controle negativo) e larvas néo tratadas.

O experimento foi realizado ao longo de trés dias independentes. Cinco
microlitros de cada tratamento foram injetados no hemocélio das larvas por meio da
altima proleg direita usando uma microseringa Hamilton modelo 7000.5 KH. Apés a
injecdo, as larvas foram mantidas a 37 °C sem alimento. As avaliacBes foram
conduzidas a cada 24 horas ao longo de um periodo de 5 dias, com pré-pupas
sendo removidas diariamente para adiar a metamorfose.

A analise de sobrevivéncia foi realizada utilizando a metodologia de Kaplan-
Meier, e a significancia estatistica foi determinada usando o teste de log-rank
(Mantel-Cox). O software GraphPad Prism versdo 9.3.0 para Windows (San Diego,

California, EUA) foi utilizado para andlise dos dados.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Sintese e purificacdo dos curcuminoides

Os compostos sintetizados foram obtidos como sélidos de coloracdo amarela
brilhante, aspectos caracteristicos de curcuminoides (AHSAN et al., 2020; SUETH-
SANTIAGO et al., 2015).

As sinteses das substancias Ben-1 e Ben-2 apresentaram rendimentos
globais de 31% e 35%, respectivamente. Em trabalho desenvolvido por Polaquini os
rendimentos foram de 52% e 66%, respectivamente (POLAQUINI, 2019).
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As sinteses das substancias Tiof-1, Tiof-2 e Tiof-3 apresentaram
rendimentos globais de 52%, 75% e 71%, respectivamente. E relevante destacar
que esses trés analogos sao inéditos, conforme verificado por meio da pesquisa
realizada na plataforma CAS SciFinder-n da Chemical Abstracts Service em
15/01/2024.

5.2.Identificacéo

Todos os curcuminoides tiveram sua confirmacdo estrutural e pureza
confirmadas por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de 3C (Apéndices de A
até E). A presenca de 4 dupletos com constante de acoplamento entre 15,5 e 16,0
Hz no espectro de hidrogénio, os quais foram atribuidos aos hidrogénios H-a e H-j3,
caracterizam a identidade monocetbnica a,B-insaturada dos curcuminoides

benzénicos e tiofénicos.

5.3.Predicao das propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
druglikeness

5.3.1. Brain Or Intestinal Estimated Permeation Method (BOILED-EgQ)

Com base em caracteristicas fisico-quimicas das substancias o modelo
computacional SwissADME construiu um grafico BOILED-Egg (Figura 6) com suas
propriedades log P e TPSA.
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Figura 6: Grafico Brain Or Intestinal Estimated Permeation Method (BOILED-EgQ)
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o .
Curcumina

Fonte: autoria propria.

A curcumina ficou localizada na regido branca e grafada em vermelho,
apresentando potencial absor¢céo intestinal, fraco potencial em transpor a BHE e
incapacidade de ser substrato da gp-P.

Ao contrario da curcumina, os curcuminoides monocetdénicos demonstraram
uma elevada capacidade de atravessar a BHE, além de serem prontamente
absorvidos pelo intestino.

A unidade B-dicetona confere a curcumina uma significativa instabilidade
quimica e metabdlica (ANAND et al.,, 2008). No entanto, formulacdes como
nanoparticulas poliméricas, micelas, transportadores peptidicos, ciclodextrinas e
dispersdes sdlidas, contendo curcumina podem apresentar alta absorcao intestinal,
surgindo como abordagens promissoras para superar essa restricio (MOHAMED et
al., 2017; MOHANTY; SAHOO, 2010).

Embora seja comum presumir que substancias pequenas tenham facil acesso
a BHE, a pratica revela que, entre as substancias bioativas, 100% das moléculas
grandes e 98% das pequenas ndo conseguem penetrar eficientemente essa barreira
(PARDRIDGE, 2005). Devido perda da dicetona, os curcuminoides monocetonicos
apresentaram a capacidade ndo apenas de transpor a BHE, mas também de manter
concentracdes altas no SNC por n&o ser substrato da gp-P (MOHAMED et al., 2017;
SCHINKEL, 1999).



a1

Compostos bioativos que ndo séo substratos de gp-P como os curcuminoides
monocetdnicos sdo promissores para atuacdo no SNC, como agentes antitumorais,
antimicrobianos, antirretrovirais e antidepressivos (SCHINKEL, 1999).

Por um outro lado, a gp-P desempenha um papel crucial como uma segunda
barreira de defesa no SNC, proporcionando protecao contra toxinas. Nesse contexto,
substancias que nao se configuram como substratos para essa proteina podem
manifestar maiores niveis de neurotoxicidade(LOSCHER; FRIEDMAN, 2020).

A caracteristica de permeabilidade e manutencdo no SNC torna os
curcuminoides substancias promissoras em relacdo ao tratamento de infeccbes
fungicas invasivas, como candidemias, criptococose e dermatofitoses invasivas (LI et
al., 2022; LOYSE et al., 2013; WANG et al., 2021).

5.3.2. Propriedades fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas de uma substancias preditas pelo
SwissADME podem ser um importante fator para se considerar suas propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas, (Tabela 1) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE,
2017).
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Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas da curcumina e curcuminoides.

o] o]
/O O N P O 0\
HO OH

Curcumina

COD Ben-1 Ben-2 Tiof-1 Tiof-2 Tiof-3 Curcumina
R m-OH p-OH 0-OH m-OH p-OH -
log P 3,44 3,43 3,43 3,3 3,3 3,03
consensus
XLOGP3 4,01 3,94 3,99 3,48 3,48 3,2
log S -4,47 -4,47 -3,74 -3,74 -3,74 -4,45
(SILICOS-IT)
MM (Da) 250,29 250,29 256,32 256,32 256,32 368,38
Area de 37,30 37,30 65,54 65,54 65,54 93,06
superficie
total (A2
PB (%) 56 56 56 56 56 56
NROT 4 4 4 4 4 8

COD = Cédigo; R = Substituinte; MM = Massa molecular; PB = Pontuacéo de biodisponibilidade;
NROT = Numero de ligagfes rotacionaveis

Fonte: Autoria propria.

Certas propriedades fisico-quimicas séo capazes de interferir diretamente em
suas propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas (ASHLEY, 2019). Uma
massa molecular inferior a 450 Da e nao ser substrato da gp-P séo caracteristicas
amplamente desejadas para substancias usadas em tratamento de infeccbes no
SNC. Todos os curcuminoides monocetdnicos apresentam essas caracteristicas, 0
gue poderia os levar a uma maior concentracdo no SNC, diferente da curcumina que
tem dificuldade de atravessar a BHE (ASHLEY, 2019; NAU; SORGEL; EIFFERT,
2010; RANKOVIC, 2015).

A Dbiodisponibilidade predita emprega os parametros fisico-quimicos da
molécula para prever a probabilidade de que a substancia demonstre pelo menos
10% de biodisponibilidade ao ser administrada via oral em ratos (MARTIN, 2005).
Todas as substancias exibem uma probabilidade de 56% de alcancar 10% de
biodisponibilidade oral, um valor comparavel aos farmacos como o fluconazol e o

omeprazol, seguindo a mesma analise.
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Entre outros motivos, uma grande barreira para 0 uso terapéutico da
curcumina € a sua baixa solubilidade em agua (MOHAMED et al., 2017; SUETH-
SANTIAGO et al., 2015).

O log S, determinado pela ferramenta Silicos-it, € uma estimativa da
hidrossolubilidade de moléculas, baseando-se em sua estrutura molecular. Quanto
maior o valor de log S, maior € a solubilidade da substancia em agua. A curcumina e
0s curcuminoides benzénicos possuem valores de log S entre -4,47 e -4,45, sendo
classificados como moderadamente solaveis. Os curcuminoides tiofénicos
apresentam potencial de maior hidrossolubilidade, com um valor de log S de -3,74,

classificado como substancias sollveis.

5.3.3. Propriedades leadlikeness e druglikeness dos curcuminoides

benzénicos e tiofénicos

As propriedades de leadlikeness referem-se as caracteristicas desejaveis em
substancias lideres que aparentam ser promissoras no estudo de novos farmacos.
As caracteristicas empregadas para esse trabalho foram massa molecular (MM)
entre 250 e 350 Da, coeficiente de particdo n-octanol/agua (XLOGP3) menor ou
igual a 3,5 e nimero de ligacfes rotacionaveis (NROT) menor ou igual a 7 (TEAGUE
et al., 1999).

As propriedades druglikeness envolve um conceito fundamental na pesquisa
de farmacos que se refere a avaliacdo de quédo semelhante uma molécula é aos
compostos farmacéuticos convencionais. Diversas caracteristicas fisico-quimicas
sao utilizadas como parametro de comparacao variando para cada autor e biblioteca
de compostos estudada.

Lipinski, baseado na comparacdo com banco de dados de farmacos de uso
oral pela companhia farmacéutica Pfizer® desenvolveu o padrdo conhecido como
Regra dos Cinco, estabelecendo cinco critérios para a adequacdo de substancias,
incluindo massa molecular abaixo de 500 Da, log P menor que 5, até 5 sitios
doadores de hidrogénio, e até 10 sitios aceitadores de hidrogénio (LIPINSKI et al.,
2001).

A proposta de Ghose, destaca critérios alternativos baseada na lista de
farmacos da companhia farmacéutica Amgen®. Destacando 0s seguintes critérios

de similaridade com farmacos, faixa de massa molecular entre 160 e 480 Da, log P



44

menor que 5,6, refratividade molar entre 40 e 130 e numero de atomos entre 20 e 70
(GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999).

Os parametros estabelecidos por Veber foram baseados em substancias da
quimioteca da GlaxoSmithKline®, e se concentram em caracteristicas que envolvem
a limitacdo e até 10 ligacbes rotacionaveis, area de superficie polar topologica
(TPSA) até 140 A2 ou 12 ou menos sitios doadores somados a sitios aceptores de
hidrogénio (VEBER et al., 2002).

As regras de Egan, elaboradas por John B. Egan, complementam a avaliacao
de druglikeness com critérios adicionais. Incluem a restricdo area de superficie polar
topoldgica menor que 131,6 A2 e se baseando em célculos estatisticos do modelo
Cerius2 4.0 AlogP98 (EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000).

A regra de Muegge esta relacionada com a quantidade e a diversidade de
pontos farmacoféricos presentes em uma molécula (MUEGGE; HEALD; BRITTELLI,
2001).

No quadro 2, estdo apresentadas diversas regras druglikeness e leadlikeness
aplicadas a curcumina e aos curcuminoides benzénicos e tiofénicos, segundo o
SwissADME.

Quadro 1: Propriedades druglikeness e leadlikeness dos curcuminoides benzénicos

e tiofénicos
o o o o
HO Curcamina oH = Ben 7 Tiof

COD R Lipinski Ghose | Veber Egan Muegge Leadlikeness
Ben-1 m-OH Sim Sim Sim Sim Sim N&o, 1 violacao
Ben-2 p-OH Sim Sim Sim Sim Sim N&o, 1 violacéo
Tiof-1 0-OH Sim Sim Sim Sim Sim N&o, 1 violacao
Tiof-2 m-OH Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Tiof-3 p-OH Sim Sim Sim Sim Sim Sim

Curcumina - Sim Sim Sim Sim Sim Na&o, 2 violagdes

COD = Cddigo; R = Substituinte.

Fonte: Autoria propria.
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Curcuminas e curcuminoides apresentam compatibilidade com todas as
metodologias de druglikeness, o que os torna estruturalmente muito semelhantes a
moléculas ja estabelecidas no uso farmacéutico.

Uma substancia lider (lead compound) apresenta caracteristicas promissoras
para a pesquisa de novos candidatos a farmacos ainda em fases preliminares de
triagem de substancias bioativas (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Algumas caracteristicas recomendadas para compostos que tém potencial
para serem utilizados como substancias lideres incluem: uma massa molecular
situada entre 250 e 350 Da, um log P inferior a 3,5 e um numero de ligacdes
rotacionaveis menor que 7 (TEAGUE et al., 1999).

As substancias Ben-1, Ben-2 e Tiof-1 apresentaram o log P calculado pela
ferramenta XLOGP3 maior que o desejado para uma possivel substancia lider.

A curcumina apresenta peso molecular e log P fora do padrdo desejado para
um lead, corroborando suas insuficiéncias farmacocinéticas e farmacocinéticas

Os curcuminoides Tiof-2 e Tiof- se enquadram em todas as caracteristicas
desejadas para um lead, mostrando maior vantagem quando comparado a

curcumina e aos analogos benzénicos.

5.3.4. Inibicdo do Citocromo P450 (CYP)

Em animais, o citocromo P450 (CYP) refere-se a uma superfamilia de
enzimas hepéticas essenciais para o metabolismo de grande parte dos xenobioticos,
incluindo farmacos, toxinas e compostos endégenos (NEBERT; RUSSELL, 2002).

Por meio de reacGes de biotransformacdo, essas enzimas tornam as
substancias quimicas mais soluveis em agua e facilitam sua excrecdo (NEBERT;
RUSSELL, 2002). De maneira geral, a maior parte dos xenobioéticos, incluindo os
farmacos, tem alta transformacao pelas enzimas de metabolismo de fase 1, incluindo
principalmente as CYP (MCDONNELL; DANG, 2013).

Deste modo, € de suma importancia conhecer a interagdo entre farmacos e
CYP, que é um importante fator de interacdo medicamentosa, podendo estar
relacionado a amplificacdo de efeitos adversos, devido a menor depuragdo e
acumulo da substancia ou de seus metabodlitos (KIRCHMAIR et al., 2015;
MCDONNELL; DANG, 2013; NEBERT; RUSSELL, 2002).
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Sugere-se que uma parcela significativa, variando de 50% a 90%, das
substancias terapéuticas atuais sdo processadas pelas cinco principais isoformas
enzimaticas, nomeadamente CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; DI, 2014).

No (Quadro 2) estdo relacionadas as possiveis inibicbes das principais
enzimas da familia CYP baseado em predicbes do SwissADME® (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Quadro 2: Inibicdo do Citocromo P450 (CYP) pelos curcuminoides benzénicos e

tiofénicos
o o 0
O AN A o NN
RM .
HO Curcumina OH # Ben
COD R Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor
CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
Ben-1 m-OH Sim Sim Sim Né&o N&o
Ben-2 p-OH Sim Sim Sim Nao Nao
Tiof-1 0-OH N&o Sim Sim N&o N&o
Tiof-2 m-OH N&o Sim Sim N&o N&o
Tiof-3 p-OH Nao Sim Sim N&ao Néao
curcumina - N&o N&o Sim N&o Sim

COD = Cddigo; R = Substituinte; CYP = Citocromo P450.
Fonte: Autoria propria.

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos diversos géneros de
fungos filamentosos, principalmente Alternaria, Aspergillus, Claviceps, Fusarium e
Penicillium. Essas toxinas séo diretamente relacionadas a intoxicagfes alimentares e
causam intoxicacdes por meio da inalacdo e contato com a pele, apresentando alto
risco para a saude mesmo em baixas concentracdes (WEN; MU; DENG, 2016).

Até o momento, foram identificadas aproximadamente 400 micotoxinas com
efeito toxico pronunciado. Entre elas, destacam-se as principais categorias, como
tricotecenos, ocratoxinas, aflatoxinas, zearalenona, fumonisinas, patulina e citrinina.
Essas substancias sao reconhecidas por desempenhar um papel significativo em

diversas micotoxicoses, abrangendo aspectos relevantes para a saude humana,
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veterinaria e a agricultura (ADEBO et al., 2021; FUNG; CLARK, 2004; HAMAD et al.,
2023).

O contato prolongado com micotoxinas tem como efeitos mais comuns sobre
a saude dos animais: nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, imunossupressao,
carcinogenicidade e teratogenicidade (JANIK et al., 2020).

Em nivel celular as micotoxinas podem levar a diversos disturbios celulares,
entre eles, estresse oxidativo, apoptose, morte celular, danos ao DNA e parada do
ciclo celular (WEN; MU; DENG, 2016).

Embora o mecanismo subjacente ainda ndo seja completamente esclarecido,
€ observado que muitas micotoxinas tém a capacidade de induzir a expressdo de
isoformas de enzimas pertencentes ao complexo CYP, incluindo notavelmente
CYP1A2, CYP2C9 e CYP3A4. Essas enzimas desempenham um papel crucial na
biotransformacdo dos metabdlitos toxicos associados a essas micotoxinas (AYED-
BOUSSEMA et al., 2012; BAHARI et al., 2014; WEN; MU; DENG, 2016).

Das trés enzimas envolvidas diretamente no metabolismo das micotoxinas
duas delas séo inibidas pelas substéancias Ben-1 e Ben-2, as isoformas CYP1A2 e
CYP2C9, o que pode relacionar seu uso a longo prazo a menor eficiéncia de
biotransformacdo de micotoxinas e consequentemente sua maior toxicidade. As
substancias Tiof-1, Tiof-2 e Tiof-3 demonstram potencial inibitério apenas da
isoforma CYP2C9, demonstrando menor potencial interferéncia na metabolizacao
dessas toxinas.

O antifungico voriconazol atua como um potente inibidor e substrato da
isoforma CYP2C19, estando notavelmente vinculado a ocorréncia de fototoxicidade,
manifestada por eritemas, queilites e bolhas. Relatos indicam que a exposicao
prolongada ao voriconazol estd associada ao desenvolvimento de carcinomas de
células escamosas e melanomas. Dessa maneira, sua coadministragdo com outros
inibidores de CYP2C19, como o0s curcuminoides monocetbnicos, poderiam
intensificar os efeitos adversos (MORICE et al., 2010; RIAHI; COHEN, 2011; SHEU
et al., 2015).

Diversas interacfes medicamentosas estdo associadas as principais
isoformas do sistema enzimatico CYP. O farmaco imatinibe, utilizado no tratamento
de diversos tipos de céancer, como leucemia mieloide cronica e tumores estromais
gastrointestinais, € um substrato da CYP3A4, tornando-o particularmente suscetivel

a interacdes medicamentosas (KIRCHMAIR et al., 2015).
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Antifungicos azélicos podem aumentar em concentracfes de plasmaticas de
imatinibe, uma vez que atuam como inibidores dessa enzima, levando a maior
concentracdo desse antitumoral o que estd diretamente relacionado a reacfes
adversas e toxicidade (KIRCHMAIR et al., 2015; LEWIS, 2011; MCDONNELL,;
DANG, 2013).

Das substancias submetidas a predicdo de interacdo com CYP, apenas a
curcumina esta relacionada a CYP3A4, todos os curcuminoides monocetdnicos nao
apresentaram essa relacdo de inibicdo, o que sugere menor possiblidade de

interacbes medicamentosas no nivel metabalico.

5.4.Atividade antifungica

A atividade antifungica da curcumina e dos analogos benzénicos e tiofénicos

foi investigada contra C. albicans, C. gattii e Trichophyton sp. (Tabela 2).

Tabela 2: Atividade antifingica de curcumina e curcuminoides contra fungos
patogénicos expressa em Concentracdo Inibitéria Minima (CIM1o0) e Concentracao

Fungicida Minima (CFM) com valores em pg/mL

o] o]
/OMO\
HO O Curcumina OH
CA CG TS
COoD R
ClIMz100 CFM ClIMaoo CFM ClMaoo CFM
Ben-1 m-OH >62,5 >62,5 3,9 ND 15,6 62,5
Ben-2 p-OH >62,5 >62,5 15,6 15,6 31,2 62,5
Tiof-1 0-OH >62,5 >62,5 3,9 3,9 19 7,8
Tiof-2 m-OH >62,5 >62,5 7.8 7.8 7.8 15,6
Tiof-3 p-OH >62,5 >62,5 7.8 15,6 7,8 >62,5
curcumina - >62,5 >62,5 15,6 15,6 31,2 62,5
FLU - 0,5 - 4,0 - 32,0 -

COD = Cddigo; R = Substituinte; FLU = Fluconazol 50%; CA = Candida albicans (ATCC 14053); CG =
Cryptococcus gattii (Isolado Clinico); TS = Trichophyton sp. (Isolado Clinico); CIMi0 = Concentragéo

Inibitéria Minima; CFM = Concentragdo Fungicida Minima; ND = N&o determinado.
Fonte: Autoria propria.
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As atividades antifungicas da Curcuma longa sdo abundantemente
exploradas na literatura cientifica. Os mais diversos tipos de extrato desse rizoma,
Oleo de curcuma e substancias isoladas foram amplamente testados contra uma
grande variedade de fungos patogénicos e decompositores de importancia em
seguranca de alimentos (ZOROFCHIAN MOGHADAMTOUSI et al., 2014).

C. albicans habita diversos nichos no corpo humano como microrganismo
comensal, processos de disbioses, em particular ocorridos no intestino por
antibioticoterapia de amplo espectro, apresentam alto risco de desenvolvimento de
infeccbes invasivas por esse microrganismo, acarretando infec¢cdes com alto indice
de mortalidade (D’ENFERT et al., 2021; LI et al., 2022).

Estudo explorando as atividades da curcumina contra uma variedade de
fungos patogénicos demonstrou que a CIM contra C. albicans (ATCC 18804) foi de
64 ug/mL, valor maior que o testado no presente trabalho (MARTINS et al., 2008).

Contudo, a literatura traz diversos exemplos, nos quais a curcumina e
curcuminoides quando associadas a fotoexcitacdo apresenta aumento na atividade
antifangica principalmente no tratamento de candidiase oral, obtendo CIM entre 7,4
Mg/mL devido ao efeito fototdéxico dos curcuminoides (DOVIGO et al., 2011a, 2011b,
2013; MELO et al., 2023).

As atividades da curcumina contra C. gattii sdo bastante promissoras, sendo
possivel observar uma CIMso igual a 19,8 ug/mL, corroborando os resultados obtidos
no presente trabalho. O mesmo trabalho demonstrou que a associagcdo de
curcumina e fluconazol teve alta influéncia na diminuicdo da carga fungica e do dano
pulmonar em camundongos, assim como alta influéncia na sobrevivéncia dos
camundongos devido a eliminacdo completa de células fungicas no SNC (DA SILVA
et al., 2016).

Diferente da curcumina, os curcuminoides benzénicos e tiofénicos parecem
apresentar alta capacidade de passagem pela barreira hematoencefalica e
manutencdo no cérebro, o que pode ser caracteristica muito promissora para o
tratamento de infeccbes no SNC.

O curcuminoide Ben-1 apresentou o menor valor de CFM (3,9 ug/mL) entre
as substancias testadas, a CIM100 € comparavel ao controle fluconazol (4,0 pg/mL).
Resultado semelhante foi apresentado pelos curcuminoides tiofénicos Tiof-1, Tiof-2
e Tiof-3.
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Estudos demonstraram que diversas preparacdes de curcuma produzidas na
Tailandia exibiram atividades antifungicas diferentes, sendo demonstrado que o 6leo
de acafrdo apresentou propriedades antifangicas mais acentuadas do que o0s
extratos etanolicos. Além disso, comparativamente, o 6leo recém extraido e o 6leo
com 18 meses de extragcdo demonstraram concentracdo inibitdria contra fungos
dermatofitos de 7,8 e 7,2 mg/mL, respectivamente, o que evidenciou que néao
apenas a curcumina, mas outros curcuminoides presentes na planta conferem suas
atividades biol6gicas (WUTHI-UDOMLERT et al., 2000).

Quando aplicado in vivo os resultados demonstraram que curcuminoides
presentes no Oleo de acafrdo (diluicdo 1: 80) com aplicacdo dérmica levaram a
melhora de les6es dermatofiticas ap6s 2 a 5 dias e ao desaparecimento das lesbes
apos 6 a 7 dias (APISARIYAKUL; VANITTANAKOM; BUDDHASUKH, 1995).

Estudos mais recentes demonstram que a formulacdo de y-ciclodextrina
ligada a 15% de curcuminoides (65%-82% de curcumina, 15%-25% de
desmetoxicurcumina e 2%-7% de bisdemetoxicurcumina) tem atividade inibitoria
quando irradiado com luz visivel (comprimento de onda 420 nm, 45 J/cm?), a mesma
formulacdo apresenta inibicdo de crescimento significativamente menor quando néo
associada com fotoexcitacdo. Resultados demonstram que terapias fotoquimicas
com curcuminoides podem apresentar um caminho promissor para futuros
tratamentos de dermatofitoses causadas por T. rubrum (BRASCH et al., 2020).

Os curcuminoides tiofénicos demonstram atividade significativamente maior
contra Trichophyton sp. podendo destacar a substancia Tiof-1 com hidroxila orto
posicionada que apresenta valores de ClMaioo e CFM iguais a 1,9 uyg/mL e 7,8 pg/mL,
respectivamente. Em comparacdo a curcumina e Ben-2, Tiof-1 apresentou ClMzioo
16,4 vezes inferior e CFM 8 vezes inferior. Também vale destacar que a mudanca de
posicdo da hidroxila nas substancias Tiof-2 e Tiof-3 apresenta decréscimo na
atividade, contudo, as substancias com hidroxilas meta e para posicionadas gerou

substancias com poténcia maior que a curcumina, Ben-1 e Ben-2.

5.5.Atividade contra microrganismos probidticas

A interacdo curcumina e probidticos ja é discutida, incluindo estudos in vivo,
gue demonstraram que o0s beneficios da curcumina e dos probidticos destacando

efeitos sinérgicos em doencas intestinais e sistémicas.
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As atividades da curcuma e curcumina contra BAL foram exploradas na
ciéencia de alimentos, principalmente pela aplicacdo desse nutracéutico como
conservante natural. Suas atividades antioxidante, antimicrobiana contra
microrganismos patogénicos e de preservacdo da integridade de probiodticos a
tornam um interessante composto para formula¢cdes alimentares (HAN et al., 2021;
SU et al., 2021)

Estudo recente de BUNIOWSKA-OLEJNIK et al., (2023) avaliou o efeito do
extrato padronizado de curcuma NOMICU® L-100 e extrato padrdo de curcuma
como conservante para iogurte. O estudo demonstrou a manutencédo da populacdo
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-2 nos niveis recomendados para produtos
lacteos (7-9 log UFC/g).

Um estudo adicional revelou que uma parcela significativa da curcumina e dos
curcuminoides sofre metabolismo por bactérias intestinais durante o processo de
fermentacdo. Nesse contexto, aproximadamente 37% da curcumina, 16% da
desmetoxicurcumina e 15% da bis-desmetoxicurcumina podem ser transformados
em por bactérias, como Escherichia fergusonii (ATCC 35469) e E. coli (ATCC 8739 e
DH10B). Esse processo resulta na formacdo predominante de metabdlitos como
dihidrocurcumina, tetrahidrocurcumina e acido ferulico. (TAN et al., 2014). Esses
metabdlitos apresentam alta atividade antioxidante e ndo parecem demonstrar
efeitos antimicrobianos (ALVAREZ-RICARDO et al., 2023; HWANG et al., 2022).

A biotransformacéao realizada por bactérias intestinais, pode explicar a baixa
atividade antibacteriana da curcumina e dos curcuminoides monocetbnicos em
probidticos.

Uma das principais probleméticas do uso da curcumina por via oral é sua
baixa solubilidade em agua e consequentemente baixa absorcéo e disponibilidade,
contudo é importante destacar que os metabdlitos gerados pelo metabolismo de
primeira passagem ainda podem apresentar atividade biolégica mesmo em baixas
concentracdes (SCAZZOCCHIO; MINGHETTI; D’ARCHIVIO, 2020).

Estudos com camundongos apresentaram altas concentragcdes no lumen
intestinal quando administradas por via oral, tornando a curcumina e curcuminoides
interessantes reguladores de microbiota, equilibrando populacdes de
microrganismos comensais, patogénicos e probidticos (FENG et al., 2017; LI et al.,
2021; ZHANG et al., 2017).
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Em camundongos a administracdo de curcumina demonstrou o favorecimento
de bactérias probidticas incluindo espécies de Lacticaseibacillus e Bifidobacterium
associada com a reducdo das comunidades das familias Prevotellaceae,
Coriobacterales, Enterobacteria e Rikenellaceae, altamente associadas ao
surgimento de doencas sistémicas incluindo colite, doenca inflamatoria intestinal e
cancer de colorretal (MCFADDEN et al., 2015; OHNO et al., 2017; SHEN; LIU; JI,
2017).

Outro estudo recente demonstrou o tratamento com fluconazol ndo afetou
diretamente a abundéancia bacteriana do microbioma intestinal, contudo, teve efeito
significativo na diversidade microbiana, onde os Filos Bacteroidetes, Deferribacteres,
Patescibacteria e Tenericutes tem a diversidade amplamente reduzida, enquanto 0s
Filos Firmicutes e Proteobacteria tem sua diversidade aumentada (HENG; JIANG,;
CHU, 2021).

O uso de antifungicos leva a uma reestruturacdo do microbioma intestinal,
onde tal variagdo esta diretamente relacionada a quadros agudos e crbnicos de
colite (ILIEV et al., 2012).

A disbiose intestinal principalmente causada pela terapia com antimicrobianos
de amplo espectro demonstra ser pré-requisito para infeccdes de alta mortalidade
por C. albicans (HOGENAUER et al., 1998; LI et al., 2022).

E importante salientar que C. albicans e BAL dividem o mesmo nicho
metabdlicos, bactérias do género Lactobacillus desenvolvem relagcdo antagonista
contra C. albicans de modo que terapias combinando curcuminoides e BAL podem
apresentar efeito sinérgico evitando a disbiose por C. albicans (VAN OGTROP et al.,
1991; ZEISE; WOODS; HUFFNAGLE, 2021).

Os efeitos inibitérios da curcumina e dos curcuminoides monoceténicos em

bactérias acido laticas (BAL) foram apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Atividade de curcumina e curcuminoides contra bactérias acido lacticas

expressa em Concentracao Inibitéria Minima (CIM) com valores em pg/mL.

0] o]

/00\ i
R
HO Curcumina OH
COD R LA LB LC BB
Ben-1 m-OH >500 >500 >500 >500
Ben-2 p-OH >500 >500 >500 >500
Tiof-1 0-OH >500 >500 >500 >500
Tiof-2 m-OH >500 >500 >500 >500
Tiof-3 p-OH >500 >500 >500 >500
curcumina - >500 >500 >500 >500
NOR - 0,025 0,025 0,025 0,025

COD = Cadigo; R = Substituinte; NOR = Norfloxacina; LA = Lactobacillus acidophilus (LA85); LB =
Levilactobacillus brevis (LB01); LC = Lacticaseibacillus casei (LC111/04); BB = Bifidobacterium
bifidum (BBi32).

Fonte: Autoria propria.

Tanto a curcumina quanto 0os curcuminoides monocetdnicos nao inibiram o
crescimento das BAL, com valores de CIM > 500 pg/mL. Tais resultados
demonstram que os curcuminoides benzénicos e tiofénicos propostos no presente
trabalho podem apresentar efeitos semelhantes aos apresentados em diversos
estudos in vivo pela curcumina, principalmente os relacionados a regulacdo da

microbiota intestinal.

5.6.Toxicidade em Galleria mellonella

A sobrevivéncia das larvas de G. mellonella frente aos curcuminoides foram

demonstradas na (Figura 7).
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Figura 7: Graficos de sobrevivéncia de Galleria mellonella valores em mg/kg.

Controls Fluconazole
100—@ © Naive 100 X@ = 0,55 mg/kg
oo & Distilled water 204 2y 1,67 mg/kg

g -+ Etanol 99,9% = & 2,78 mg/kg

= 60 &

3 -¥- DMSO 40% 3 60 < 5,57 mg/kg

E 404 z

a a 404
20

204
4] T ¥ T T T
0 1 3 3 H 5 0 T T T T T
0 1 2 3 4 5
Days
Days
Tiof-1 Tiof-2
100 — 2 0,55 mg/kg 100 @ @ 0,55 mg/kg
A—hA
g0 - 1,67 mg/kg 80 {F 1,67 mglkg

z - 2,78 mg/kg F & 2,78 mg/kg

3 60 - 5,57 mg/kg 3 601 5,57 me/kg

g £

3 40 3 40+
204 204
0 I I 1 1 I 0 1 1 L] I I

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Days Days
Tiof-3
100——@—@—W < 0,55 mg/kg
-
804 1,67 mg/kg
F - 2,78 mg/kg
'_; 604 ¥~ 5,57 mg/kg
2
2 404
20
0 T T T T T
0 1 2 3 4 5
Days

Fonte: autoria propria.

As larvas ndo tratadas e aquelas administradas com &gua destilada
apresentaram sobrevivéncia total ao longo de todo o periodo experimental. Por outro
lado, o grupo submetido a injecdo de etanol a 99,9% manifestou mortalidade a partir
do primeiro dia apos a exposicédo e com efeito letal total ao final do segundo dia. As
larvas tratadas com 0,55 mg/kg, 1,67 mg/kg, 2,78 mg/kg e 5,57 mg/kg de Tiof-1
apresentaram porcentagens de sobrevivéncia de 100%, 93,3%, 66,66% e 40%,
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respectivamente. Apenas a dose mais alta testada (5,57 mg/kg ou 312 pg/mL) foi
considerada téxica para G. mellonella.

Da mesma forma, houve uma taxa de sobrevivéncia de 46,66% das larvas
tratadas com 5,57 mg/kg (312 pg/mL) de Tiof-2 sendo considerada a Unica
concentracdo toxica nesse modelo.

Nos tratamentos com Tiof-3, todas as concentracfes testadas demonstraram
alto indice de sobrevivéncia, ndo apresentando toxicidade para G. mellonella nas
concentragdes testadas. Dessa forma, Tiof-3 mostrou-se o curcuminoide tiofénico
menos téxico da série preparada.

O fluconazol comumente utilizado no tratamento de infeccdes fungicas
também nao apresentou toxicidade para as larvas nas mesmas concentracdes.

A falta de indugéo de mortalidade em 60% das larvas em doses menores que
2000 mg/kg classifica substancias como néo toxicas dentro deste modelo
(IGNASIAK; MAXWELL, 2017).

Estudos utilizando o modelo G. mellonella demonstrou a seguranca da
utilizacdo tanto da curcumina como do extrato de C. longa em concentracao
200 pg/mL e 100 mg/mL, respectivamente, com taxa de sobrevivéncia acima de 90%
(MARQUES MECCATTI et al., 2022).

Contudo estudos mostram tolerabilidade em doses altas de curcumina, até 8
gramas ao dia para pacientes em tratamento oncologico (DHILLON et al., 2008;
KANAI et al., 2011)

O trabalho de Polaquini demonstrou que doses menores ou igual a 50 mg/kg
de Ben-1 causou uma taxa de sobrevivéncia superior a 60%, sendo assim né&o
apresenta toxicidade nesse modelo (POLAQUINI, 2019).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados indicaram os curcuminoides monocetonicos como substancias
promissores na busca de novos antifungicos, devido a caracteristica de boa
permeacdo intestinal e BHE, sendo promissora no tratamento de infeccbes
sisttmicas e no SNC. O efeito ausente contra bactérias probidticas (BAL) da
microbiota intestinal contribuiu para sua seguranca e seletividade, oferecendo
caracteristicas druglikeness em termos fisico-quimicos, farmacocinéticos e
farmacodinamicos.

Todos os curcuminoides tiofénicos apresentaram atividade antifingica similar
aos curcuminoides benzénicos, confirmando a relacdo bioisostérica classica de
anéis (benzeno-tiofeno), destacando a atividade antifingica de Tiof-1 contra
Trichophyton sp, C. albicans e C. gattii.

Os resultados de toxicidade contra larvas de G. mellonella demonstraram alta
sobrevivéncia das larvas mesmo quando expostas a concentragcdes acima da CIM
(obtida nos ensaios antifungicos), o que sugere baixa toxicidade nessas
concentracfes. Destacando o curcuminoide Tiof-3 que mesmo nas concentracoes
mais altas manteve alto indice de sobrevivéncia das larvas.

Tais resultados destacaram a viabilidade de curcuminoides monocetonicos

como possiveis agentes antifiingicos, principalmente os curcuminoides tiofénicos.
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APENDICE A — Anélise dos Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear da
SubstanciaTiof-1
OH g O
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o o | Y/ 4
4 6 2

RMN de 'H (600 MHz, acetona-ds) & 9,28 (s, 1H), 8.10 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,92 (d, J =
15,7 Hz, 1H), 7,72 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H), 7,65 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 3,6 Hz,
1H), 7,33 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 7,28 (ddd, J = 8,2, 7,3, 1.7 Hz, 1H), 7,18 (dd, J = 5,0, 3,6 Hz,
1H), 7,00 (dd, J = 7,8, 1,3 Hz, 2H), 6,99 (d, J = 15,8 Hz, 2H), 6,94 — 6.90 (m, 1H).
RMN de 13C (151 MHz, DMSO-ds) & 188,34 (s), 157,60 (s), 140,30 (s), 138,27 (s), 135,67
(s), 132,89 (s), 132,34 (s), 130,50 (s), 129,22 (s), 128,90 (s), 125,51 (s), 124,96 (s), 121,83 (S),
119,89 (s), 116,73 (S).

4.1) Espectro de RMN de *H de Tiof-1, 600 MHz, acetona-ds.
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4.2)  Ampliagdo do espectro de RMN de 'H de Tiof-1, 600 MHz, acetona-ds. Regido: 6,8 —
9,3 ppm.
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4.3)  Ampliagdo do espectro de RMN de ‘H de Tiof-1, 600 MHz, acetona-ds. Regido: 7,45
— 8,2 ppm.

RMN Hidrogenio
Prof. Luis Octavio, amostra Paulo, PT-20H (? mg) em Acetone-d6
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4.4)  Ampliagdo do espectro de RMN de 'H de Tiof-1, 600 MHz, acetona-ds. Regido: 6,9 —

7,35 ppm.
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4.5)  Espectro de RMN de *C de Tiof-1, 151 MHz, DMSO-ds.
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APENDICE B - Anélise dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear da
substéancia Tiof-2
» B B
HO NANA_S
o o' | / 4
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RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) & 9,66 (s, 1H), 7,98 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 7,63 (d, J = 16,0
Hz, 1H), 7,61 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 16,0 Hz, 2H), 7,30 — 7,17 (m, 5H), 7,15 (d, J =
1,7 Hz, 1H), 6,99 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 6,89 — 6,85 (m, 1H).

RMN de '3C (151 MHz, DMSO- ds) & 188,40 (s), 158,15 (s), 143,18 (s), 140,20 (s), 136,43
(s), 136,16 (s), 133,04 (s), 130,72 (s), 130,45 (s), 129,26 (s), 125,76 (S), 124,97 (s), 120,15 (5),
118,21 (s), 115,31 (s).

3.1) Espectro de RMN de *H de Tiof-2, 600 MHz, DMSO-ds.
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3.2) Espectro de RMN de *H de Tiof-2, 600 MHz, DMSO-ds. 6,8 — 9,7 ppm.



75

RMN Hidrogenio
Prof. Luis Octavio, amostra Paulo, PT-30H (5.8 mg) em DMSO-d6
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3.3) Espectro de RMN de *H de Tiof-2, 600 MHz, DMSO-ds. 7,52 — 8,06 ppm.
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ppm,

3.4) Espectro de RMN de 'H de Tiof-2, 600 MHz, DMSO-ds. 6,82 — 7,34 ppm.
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RMN Hidrogenio

Prof. Luis Octavio, amostra Paulo, PT-30H (5.8 mg) em DMSO-d6

25.0C

€T'T

Toﬁ.ﬁ

%ﬁhﬁ.ﬁ

—oT'S

f1 (ppm)

7.3¢ 732 7.30 7.28 7.26 7.24 7.22 7.20 7.18 7.16 7.14 7.12 7.10 7.08 7.06 7.04 7.02 7.00 6.98

Espectro de RMN de *3C de Tiof-2, 150 MHz, DMSO-ds.
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APENDICE C - Anédlise de Ressonancia Magnética Nuclear Tiof-3

2 B 9 B
XA _S
o o' | / 4

HO 6 2

RMN de 'H (600 MHz, Acetone) 8 9,24 (s, 1H), 7,91 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 7,71 (d, J = 15,9
Hz, 1H), 7,66 — 7,62 (m, 4H), 7,52 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 7,17 (dd, J = 5,1, 3,6 Hz, 1H), 7,11 (d,
J=15,9 Hz, 1H), 7,00 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 6,94 — 6,91 (m, 3H).

RMN de 3C (151 MHz, DMSO-ds) & 188,10 (s), 160,47 (s), 143,40 (s), 140,34 (s), 135,41
(s), 132,75 (s), 131,14 (s), 130,39 (s), 129,20 (s), 126,21 (s), 125,22 (s), 122,75 (s), 116,34 (s).

5.1) Espectro de RMN de *H de Tiof-3, 600 MHz, acetona-ds.

- N -

@ o =

g NNNNKN > of
—— CRARNER Qo ¢ w{

0.853= ————9.241

T T T T T T T T T
13.0 125 12,0 115 11.0 105 10.0 9.5 9.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
f1 (ppm)

5.2) Espectro de RMN de *H de Tiof-3, 600 MHz, acetona-ds. 7,45 — 7,95 ppm.



RMN Hidrogenio
Prof. Luis Octavio, amostra Paulo, PT-40H (5.8 mg) em Acetone-d6é
25.0C

—

7.70
1 (ppm)

5.3)  Espectro de RMN de *H de Tiof-3, 600 MHz, acetona-ds. 6,86 — 7,2 ppm.

RMN Hidrogenio
Prof. Luis Octavio, amostra Paulo, PT-40H (5.8 mg) em Acetone-d6
25.0C

3 (dd) a(d)
717 7.00
3(3.62, 5.06) 3(15.65)
—_—

7.127
7.100

5.4)  Espectro de RMN de 3C de Tiof-3, 150 MHz, DMSO-ds.
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APENDICE D - Analise de Ressonancia Magnética Nuclear Ben-1
o ]
2 P2

P
HO NANF
., 7 7 O
4 6 6' 4

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) 8 9,67 (s, 1H), 7,81 (dd, J = 7,3, 2,1 Hz, 2H), 7,79 (d, J =
15,5 Hz, 2H), 7,72 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,48 — 7,46 (m, 2H), 7,38 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 7,27
(t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 16,1 Hz, 2H), 7,23 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,17 — 7,15 (m, 1H),
6,88 (ddd, J = 8,0, 2,3, 0,9 Hz, 1H).

2.1)  Espectro de RMN de H de Ben-1, 600 MHz, DMSO-ds.

1.007= ————9.673

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.0 125 120 115 11.0 105 100 95 9.0 85 80 75 7.0f (6.5 ) 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 00
1 (ppm:

2.2)  Espectro de RMN de *H de Ben-1, 600 MHz, DMSO-ds. 6,5 — 10,2 ppm.

RMN Hidrogenio
Prof. Luis Octavio, amostra Paulo, Pol-30H (7.4 mg) em DMSO-d6
25.0C
5(t)
7.27
3(7.76,
3,485 m) |2 (m)
B () 7.47 7.16
7.79
3(15.48)
. B (d) a'(d) 4 (ddd)
3 827(5) 7.72 7.38 6.88
28 3(16.04) 316.08) | 3(0.90, 2.31, 7.95
e = = =
2'&6' (dd) a(d)
. 7.25
3(2.07,7.30 3(16.07)
6(d)
7.23
3(8.75)
[
N
I
2 i
| |
I
)L i
g T &
< @ o a
- ~N ~m o
LI B B N B B L B B e e T B B e o
10.2 99 97 95 93 91 89 87 85 83 81 79 77 75 73 71 69 67 65
f1 (ppm)



2.3)  Espectro de RMN de 'H de Ben-1, 600 MHz, DMSO-ds. 7,34 — 7,84 ppm.

RMN Hidrogenio
Prof. Luis Octavio, amostra Paulo, Pol-30H (7.4 mg) em DMSO-d6
C

2'&6' (dd)
7.81

3(2.07,7.30
B (d)
7.79

3(15.48),

802
\-7.464
7.389

——7.732

o a3 2 & P

< 3 =] (] -

2 e e @ -

N o - ~ o
;

7.84 7,‘82 7.‘80 7.78 7,‘76 7.‘74 7.‘72 7,‘70 7.‘68 7,‘66 7.‘64 7.‘62 7;?0(pp7rrj\5)8 7,‘56 7.‘54 7.52 7,‘50 7.48 7,‘46 7.‘44 7.‘42 7,‘40 7.‘38 7,‘36 7.34
2.4)  Espectro de RMN de 'H de Ben-1, 600 MHz, DMSO-de. 6,84 — 7,34 ppm.

RMN Hidrogenio
Prof. Luis Octavio, amostra Paulo, Pol-30H (7.4 mg) em DMSO-d6
25.0C

5(t) 6(d)
7.27 7.23
1(7.76 3(8.75)
a(d) 4 (ddd)
7.25 6.88
1(16.07) 3(0.90, 2.31, 7.95
—— et T
n
m
N
o N
N |
I

T —— T T —— T —— T T
,11? 7.)08 706 7.04 7.02 7.00 698 696 694 692 690 688 6.86 6.84
ppm

T T T T T T
734 732 730 7.28 726 7.24 722 720 7.18 7.6 7.14 7.12 7f
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APENDICE E — Anélise de Ressonancia Magnética Nuclear Ben-2

2 B o p 2

NS =
OEER®
HO 6 6' 4'

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) & 10,10 (s, 1H), 7,79 (dd, J = 7,7, 1,6 Hz, 2H), 7,74 (d, J
= 16,2 Hz, 2H), 7,65 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,50 — 7,43 (m, 3H), 7,34 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 7,13
(d, J = 16,0 Hz, 1H), 6,85 (d, J = 8,6 Hz, 1H).

1.1) Espectro de RMN de 'H de Ben-2, 600 MHz, DMSO-ds.

-—10.100

e

|1.070-
904

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.0 12,5 12.0 115 110 105 100 95 9.0 85 80 75 7.0 fl6.(5 )6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
ppm.

1.2) Espectro de RMN de H de Ben-2, 600 MHz, DMSO-ds. 6,0 — 10,8 ppm.



RMN Hidrogenio
Prof. Luis Octavio, amostra Paulo, Pol-40H (5.5 mg) em DMSO-d6
25.0C

286(d)|| a(d)
7.65 7.34
3(8.63) || 3(16.05)
- B&B(d) a'(d) |3&5(d)
o) 7.74 743 | 685
= J(16.16) — J(15.97)| 1(8.63)
= - &
2'&6' (dd)
7.79
3(1.62, 7.72
Y o o
a3 RREE 20 ]
RRRRANNN IR 66
INNRKN
i (VT
| [
: Sip 58 & &
S q@a @ m o R
- - N - - -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
108 106 104 102 100 98 96 94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60

f1 (ppm)

1.3) Espectro de RMN de 'H de Ben-2, 600 MHz, DMSO-ds. 7,42 — 7,82 ppm.

RMN Hidrogenio
Prof. Luis Octavio, amostra Paulo, Pol-40H (5.5 mg) em DMSO-d6
25.0C

2'&6' (dd) B&p (d) 286 (d)
7.7 7.74 7.65
3(1.62, 7.72 3(16.16) 3(8.63)
——

1.904-
1.860-

1, 93){
2.95%{

T T T T T T T T T T T
782 780 778 776 7. 772 770 7.68 7.66 7.6‘;1 ( 746)2 760 758 756 754 752 750 748 746 744 742
ppm.

1.4) Espectro de RMN de H de Ben-2, 600 MHz, DMSO-ds. 6,84 — 7,36 ppm.

N
3
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RMN Hidrogenio
Prof. Luis Octavio, amostra Paulo, Pol-40H (5.5 mg) em DMSO-d6
25.0C

- N
s« . g3
0 ] bt b T )
N ~N ~N i I 1
i [
| | |
I
TR R T
0 S N
- - -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.36 7.32 7.28 7.24 7.20 7.16 7 .08 7.04 7.00 6.96 6.92 6.88 6.84
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