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RESUMO

As infecgBes fungicas afetam em torno de 1,7 bilhdes de pessoas no mundo,
ocasionando em sua maioria formas cutaneo-mucosas brandas. Entretanto, podem
ocorrer formas severas acometendo a corrente sanguinea e diversos 6rgaos, e que
representam uma ameaca a salude em todo o mundo. Candida spp € um fungo
presente na microbiota humana. As espécies de leveduras de maior importancia
clinica séo C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. Candida
sp € um importante patégeno envolvido em infecgfes relacionadas a assisténcia em
saude principalmente infecgcbes oportunistas em pacientes imunocomprometidos,
contudo o arsenal de medicamentos para o tratamento destas infec¢gbes € limitado e
se agrava com 0 aumento da resisténcia aos ja existentes. Assim se faz necessaria
a busca por novos candidatos a farmacos de diferentes classes para atuar em novos
alvos terapéuticos. Derivados de tioureia ja foram descritos na literatura com
atividades antifungicas, antibacterianas, antitumoral e antiviral, sendo uma classe
com potencial para desenvolvimento de novos medicamentos. O objetivo deste
trabalho é avaliar o potencial antifangico de derivados de tioureia contendo o nucleo
piperazina contra espécies de Candida e avaliar o seu perfil farmacocinético e
toxicoldgico. Foi realizado o teste de disco difusdo em triplicata, as cepas foram
repicadas e incubadas em agar Mueller-Hinton por 24 horas a 35 °C, ap0s isso as
substancias testadas foram diluidas em DMSO em 5 mg/mL e colocados 5 pyL em
discos estéreis acomodados nas placas inoculadas, e colocado na estufa por 48
horas a 35°C, a fim de analisar qualitativamente se as substéncias tém potencial
atividade nas cepas ATCC de C. krusei, C. glabratae C. albicans. O perfil
farmacocinético e toxicologico de 14 derivados de tioureias foi testado in silico
utiizando os programas Molinspiration, Osiris Property Explorer, PKCSM,
SwissADME e FAF-Drugs4 de modo a avaliar o potencial destas substancias.
Propriedades fisico-quimicas, mutagenicidade, tumorigenicidade, efeitos irritantes e
reprodutivos, hepatotoxicidade, potencial como inibidores covalentes, PAINS, regras
da industria farmacéutica como Lipinski, Veber, Lilly, GSK dentre outras.
Posteriormente nos resultados in silico, as 14 substancias apresentaram baixo risco
para efeitos irritantes e reprodutivos, assim como para tumorigenicidade e
mutagenicidade, 11 entre as 14 estruturas apresentaram valores de drug-score
maiores ou iguais a 0,8. Dentre elas, nenhuma apresentou inibicdo ao gene hERG1,
apesar de 50% das estruturas demonstrarem inibicdo a hERG2 e eles ndo foram
preditos como PAINS. Os resultados de disco difusdo em agar ndo apresentaram
atividade em C. krusei e em C. glabrata, porém duas substéncias apresentaram
gualitativamente atividade em C. albicans mostrando-se promissoras para atividade
antifungica. Com isso, os derivados de tioureias em estudo apresentaram resultados
promissores in silico em relacdo as propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas, e
nos estudos in vitro 2 estruturas se mostraram promissoras em atividade antifungica.
Dessa forma, como perspectivas do estudo, tem-se a veiculacdo destas substancias
gue apresentarem atividade em formulacdes transdérmicas.

Palavras-chave: tioureias, in silico, Candida spp, antifingico
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1. INTRODUCAO
1.1. Epidemiologia de infec¢Bes fungicas

As infec¢Oes fungicas apresentam um grande impacto na saude humana, vide
gue a forma cutanea esta contida entre as doencas mais comuns no mundo, apenas
atras de dor de cabeca e caries, afetando em torno de 1,7 bilhdo de pessoas. A
incidéncia de cada infeccdo varia e esta relacionada com regibes geogréficas,
condicBes socioecondmicas e habitos culturais. Em maioria, estas infeccdes séo
superficiais presentes na pele, em mucosas, cabelos e unhas, de facil tratamento,
porém milhdes de pessoas no mundo sdo afetadas pelas infec¢Bes classificadas
como invasivas que podem acometer tecidos, 6rgaos e a corrente sanguinea, e séo
dificeis de diagnosticar e tratar, com alta taxa de morbidade e mortalidade
(BONGOMIN et al., 2017; BROWN et al., 2012; LIFE, 2017).

Segundo dados apresentados em 2020 pelo Centro de Controle e Prevencao
de Doencas dos Estados Unidos (CDC), doencas fungicas consistem em uma
ameaca a salude publica mundial, principalmente as infecgcdes oportunistas que
acometem pacientes imunocomprometidos, incluindo pacientes com cancer, AIDS,
tuberculose, transplantados ou fazendo uso de medicamentos imunossupressores,
infeccdes nosocomiais. Corroborando com isso had o surgimento de cepas
resistentes e infeccbes adquiridas em areas geograficas especificas (CDC, 2020;
GAFFI, 2016; KULLBERG; ARENDRUP, 2015; RODRIGUES, 2019). Em 2007,
Vincent e colaboradores realizaram um estudo englobando 1265 unidades de
tratamento intensivo (UTIs) em 75 paises que constatou que 19% das infeccdes
presentes eram causadas por fungos (VINCENT et al, 2009). Estima-se que 0s
custos relacionados a doencas fungicas invasivas em 2019 nos EUA em ambientes
hospitalares foi cerca de 3,6 bilhdes de dolares (BENEDICT et al. 2019).

Nas ultimas décadas, a quantidade de pacientes imunocomprometidos tem
aumentado corroborando com o0 aumento de infec¢cdes fangicas oportunistas
(ASCIOGLU et al., 2002). Neste panorama, com 0s altos niumeros de casos de
Obitos desta forma invasiva, ndo ha um devido reconhecimento de seu impacto, nem
programas de monitoramento e acompanhamento de infec¢bes fungicas de

agéncias de saude ao redor do mundo, exceto o CDC, isso pode estar relacionado
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com o baixo investimento na area de micologia em comparacao as outras infeccoes
(CDC, 2019; GAFFI, 2016; RODRIGUES, 2019).

Na América latina, tem-se prevaléncia de algumas infeccbes fungicas
invasivas endémicas. Dentre elas h& paracoccidioidomicose, micetoma,
esporotricose, cromoblastomicoses, entre outras, que ha disseminacéo pelo contato
com solo contaminado. Estas s&o infeccbfes consideradas negligenciadas,
prevalentes em areas rurais, com assisténcia a saude inadequado e geralmente
associadas populacdes marginalizadas, que ha tratamentos eficazes, porém devido
a diagnosticos tardios, podem impactar a qualidade de vida destas populacdes
(GAFFI, 2018).

No Brasil, estima-se que 3,8 milhbes de pessoas sdao acometidas por
infecgbes fangicas invasivas. Esses dados sdo estimados a partir de estudos
publicados, vide que as infec¢des fungicas ndo estdo presentes na Lista Nacional de
Doencas e Agravos de Notificacdo Compulsoria exposta na Portaria GM/MS n° 420
de 2 de marco de 2022, assim dificultando a aquisicdo de dados epidemioldgicos
precisos na incidéncia destas infec¢gbes no pais. Essa subnotificacdo corrobora para
a limitacdo em recursos para diagnostico e tratamento devido ao seu alto custo para
tal assisténcia (GIACOMAZZI et al., 2016; RODRIGUES, 2019; BRASIL, 2022).

De acordo com Borba e colaboradores (2018), o custo de tratamento de
infecgdes invasivas por fungos pode ser superior a 400 mil reais por paciente, torna-
se clara a necessidade de ac¢des que buscam controlar e identificar de forma mais
rapida para que o tratamento seja feito de forma efetiva em um estagio mais cedo da
infeccdo. Dentre os géneros causadores de infeccdes invasivas, destacam-se o
Aspergillus sp., Cryptococcus sp. e a Candida sp. (BORBA et al., 2018;
GIACOMAZZI et al., 2016; RODRIGUES, 2019).

1.2. Espécies de Candida de importancia clinica

Candida sp. consiste em um género de fungo leveduriforme que faz parte da
microbiota do organismo humano, porém quando ha um desequilibrio no sistema
imunoldgico ela pode causar infecgbes. Este género é caracterizado por ser um
blastoconideo medindo cerca de 3 a 5 um, de forma ovoide, que esta susceptivel a
crescimento em temperaturas entre 20 e 38°C, em uma faixa de pH de 2,5 a 7,5.

Estas apresentam um polimorfismo que as permite converter a sua reproducéo
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leveduriforme em micélio, assim podendo ter hifas e pseudohifas (Figura 1), esta
caracteristica encontra-se associada ao aumento de viruléncia por este género
fungico (SANTANA, et al 2013). Dentre as espécies de maior importancia clinica sdo
C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. Estas infec¢des
podem ser superficiais, que consistem nas manifestacdes na pele ou em mucosas,
chamadas de candidiase cutaneomucosa, ou invasivas sistémicas, que podem
acometer 6rgaos e tecidos. Ao disseminar pela corrente sanguinea, a infeccdo €
chamada de candidemia (BHATTACHARYA et al. 2020; CDC, 2019; VIEIRA; DO
NASCIMENTO, 2017).

Figura 1. Imagem esquematica e de microscopia eletrénica de varredura da candida spp.
Figura adaptada Wightman et al. 2004

7

A fim de promover um tratamento eficaz, é preciso de um diagndstico
direcionado para candidiase invasiva: as formas direta e indireta. Segundo Kullberg
e Arendrup (2015), a deteccéo direta consiste em retirar uma amostra de sangue ou
tecido infectado e colocar em cultura em locais estéreis, e a detec¢do indireta que é
utilizado o teste de PCR com marcadores, sendo o primeiro com uma sensibilidade

entre 21 e 71% e o segundo de 89%.
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Ao longo dos anos, observou-se que as infec¢des fangicas sistémicas tém
crescido significativamente, principalmente as oportunistas causadas por Candida
spp. em pacientes com imunidade comprometida em UTIs, em que a sepse € a
principal causa de morte. A infeccdo invasiva causada por Candida spp, esta
ranqueada entre as 4 infec¢gdes mais comuns presentes em ambientes hospitalares
nos Estados Unidos. Este fato esta intrinsecamente relacionado aos riscos
presentes na estadia prolongada em UTIs, pelo uso de cateteres venosos, cirurgias
abdominais recentes, medicamentos imunossupressores, antibidticos de amplo-
espectro, essa infeccdo pode ser ocasionada por instrumentos contaminados e
maos nao higienizadas corretamente (NICHELLE et al. 2019; RICOTTA et al., 2021,
VARANO et al., 2019)

Nesse contexto, desde 2009 uma nova espécie, Candida auris, que €
conhecida principalmente por ser multirresistente a varias classes de antifungicos,
vem crescendo e se disseminando em pacientes debilitados no ambiente
nosocomial. Em 2019, foi reportado pelo CDC que o0s casos desta espécie
cresceram em torno de 318% quando comparados com a quantidade média de
casos reportados entre 2015 e 2017 (CDC, 2019; GURGUI; CUENCA-ESTRELLA,
2008; MCCARTHY; WALSH, 2017). Essas infeccbes levam a longas estadias e alta
taxa de mortalidade, isto pode estar associado com a capacidade do fungo de
formar biofilmes em cateteres e superficie de equipamentos, assim sendo mais dificil
a efetividade dos medicamentos (BAPTISTA et al., 2020; BERGOLD; GEORGIADIS,
2004; BHATTACHARYA et al. 2020; FOTHERGILL et al., 2014).

1.3. Farmacos antifungicos usados em candidiases

Em 1958, a anfotericina B, o primeiro farmaco com um o6timo potencial
antifangico foi desenvolvido pelo laborat6rio Squibb, e tornou-se o tratamento padréo
para infec¢Oes fungicas severas (Figura 2). Apesar disso, ele apresentava inUmeras
reagOes adversas e alta toxicidade, e assim continuaram as pesquisas por outros
potenciais farmacos que fossem tédo eficientes quanto, porém menos toxico e que
pudesse ser administrado oralmente e de forma intravenosa, ainda assim se
mantém como farmaco de escolha no tratamento de micoses sistémicas
(DUTCHER, 1968; HOUST; SPIiZEK; HAVLICEK, 2020; LEWIS, 2011; FILIPPIN e
SOUZA, 2006).
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Figura 2. Linha temporal de antifungicos sistémicos liberados no mercado. Figura adaptada
de Lewis, 2011.

Os polienos foram a primeira classe de medicamentos antifingicos
descoberta para uso em infeccfes sistémicas (Figura 3). Estes farmacos possuem
efeito fungicida e de amplo espectro, os farmacos principais desta classe consistem
na nistatina que é utilizada para uso topico, e a anfotericina B para o tratamento de
infeccdes sistémicas (FILIPPIN e SOUZA, 2006; KATZUNG, 2014; LEWIS, 2011).

A anfotericina B € sintetizada pela bactéria gram-positiva Streptomyces
nodosus e pertence a classe dos polienos, ela consiste em um polieno macrolideo
anfétero. Esta atua de forma seletiva, pois seu alvo de acédo é o ergosterol, esterol
presente em membranas celulares fungicas, enquanto nos humanos encontra-se o
colesterol, assim agindo seletivamente nos fungos. Tal mecanismo de agao resume-
se a ligacdo da anfotericina B ao ergosterol, promovendo a alteracdo da
permeabilidade celular, assim formando poros e consequentemente levando a morte
celular. Este farmaco possui uma gama de rea¢fes adversas associadas ao seu uso
como febre, nauseas, dores de cabeca, vomitos, tremores, além de alteracbes
cardiovasculares, disfuncédo renal, efeitos toxicos sobre a medula 6ssea, dentre
outros relacionados a administracdo. Foi observado que o tratamento com
anfotericina B convencional é sucedido por disfuncdo renal que varia de grau de
acordo com a dose administrada e de paciente para paciente (FILIPPIN e SOUZA,
2006; KATZUNG, 2014; LEWIS, 2011).



16

HO. OH

OH OH

w, O
CHs
NS NN NN

Hac™

Anfotericina B Nistatina

Figura 3. (a) Estrutura quimica da Anfotericina B e (b) da Nistatina.

Mesmo com a alta toxicidade, a anfotericina B convencional ainda é o
antifingico de maior espectro de acdo. Porém, ha as formulagfes lipossomais que
reduzem a toxicidade sem comprometer a eficacia do medicamento, estas se
apresentam de trés formas: uma preparacdo lipossomal de vesiculas pequenas
preparadas a partir de fosfatidilcolina hidrogenada de soja, colesterol
diestoroilfosfatidilglicerol (DMPG) e anfotericina B (razdo 2:1:0,8:0,4), a segunda
consiste em uma disperséao coloidal de anfotericina B em sulfato de colestirila sddica
(1:1) em particulas em forma de disco e por fim o complexo lipidico com a
anfotericina B multilamelar composto por diesteroilfosfatidilcolina (DMPC) e DMPG
(razdo 7:3 com 36% mol de anfotericina B) (KATZUNG et al 2014; FILIPPIN e
SOUZA, 2006).

Essas formulacGes possibilitam o uso de concentracbes mais elevadas de
forma que apresentem menor toxicidade, permitindo que pacientes ndo responsivos
ao tratamento convencional e com insuficiéncia renal possam fazer uso, ainda que
possua efeitos indesejaveis. Apesar de estar menos associada a nefrotoxicidade, o
uso das formulacdes possui um custo elevado e esta relacionado com o aumento da
incidéncia de hepatotoxicidade, vide que ha um acumulo das formulacbes
lipossomais no figado e nos pulmdes pela captacdo deles pelo sistema reticulo
endotelial (KATZUNG et al 2014; FILIPPIN e SOUZA, 2006).

O arsenal de farmacos utilizados na atualidade para o tratamento antifingico
no geral consiste em diferentes classes: os azois, polienos, equinocandinas,
alilaminas, griseofulvina e flucitosina, agindo em diferentes alvos na célula fangica.
Os principais alvos dos farmacos antifUngicos consistem no DNA, na tubulina,
proteina responséavel pela formacdo de microtubulos na divisdo celular, parede

celular do fungo e no ergosterol presente na membrana plasmatica, seja na sintese
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ou causando o rompimento desta membrana (ASHLEY et al., 2006; KATZUNG,
2014; LEWIS, 2011).
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Figura 4. Mecanismos de acdo dos farmacos antifingicos. Figura adaptada Katzung, et al.
2014.

As equinocandinas tém em sua estrutura peptideos ciclicos ligados a um
acido graxo de cadeia longa e sao antifingicos de amplo espectro. Esta classe
possui como mecanismo de acao inibir ndo-competitivamente a 1,3-B-D-glicano
sintase presente na parede celular fungica. Dentre os farmacos dessa classe ha a
micafungina, anidulafungina e caspofungina. Esta classe assim como a anfotericina
B sdo administrados de forma intravenosa, vide que possuem baixa absor¢édo pelo
trato gastrointestinal (C-A CHEN; SLAVIN; SORRELL, 2011; KATZUNG, 2014).

A flucitosina consiste em um analogo a pirimidina que age inibindo uma
enzima responsavel pela codificacdo do RNA e do DNA, este medicamento ainda é
comercializado na Ameérica do Norte, entretanto no Brasil foi retirada da Relagéo
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) uma vez que a monoterapia
apresentava resisténcia secundaria em até 30% dos pacientes, diversas reacdes
adversas como nauseas, vOmitos, diarreia, sonoléncia, depressdo medular, que
acarreta a anemias e outras alteracdes sanguineas, altas concentra¢cdes do farmaco
inalterado na urina e hepatotoxicidade. Este medicamento possui uso restrito a

terapia combinada com itraconazol no tratamento de cromoblastomicose ou
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combinada com anfotericina B no tratamento de meningite criptocécica (BRAZIL,
2007; KATZUNG, 2014; LEWIS, 2011; WALL; LOPEZ-RIBOT, 2020).

O avanco da terapia antifiangica se deu com o desenvolvimento dos azois,
que sédo divididos em geracdes por similaridade fisico-quimica e indica¢cBes de
tratamento. A primeira geracdo desses farmacos foi introduzida no mercado em
1958 com o clomidazol, seguido do miconazol em 1969 e ceconazol em 1974, todos
eram utilizados como agentes tdpicos. A segunda geracdo de azois foi apresentada
com a introducédo do cetoconazol no mercado em 1981, esta geragcédo abrangia as
caracteristicas esperadas em relacdo ao espectro de acdo mais amplo, mais seguro,
apresentava mais um grupo funcional heterociclico, foi o primeiro azol com
biodisponibilidade oral e indicado para tratamento de infec¢Bes fungicas invasivas,
entretanto possuia alta hepatotoxicidade (SHAFIEI et al, 2020; LEWIS, 2011;
BHATTACHARYA et al 2020).

Posterior a isto foi criada a terceira geracdo dos azois, nesta geracdao houve
uma alteracao no nucleo imidazol para o triazol. Isto levou a vantagens relacionadas
com o fluconazol, o farmaco pioneiro desta geracdo que possui uma boa
biodisponibilidade oral, acdo sistémica, melhor solubilidade, menor risco de
interacdo medicamentosa e toxicidade, pode ser utilizado de forma intravenosa em
bolus e por administracdo oral (SHAFIEI et al, 2020; LEWIS, 2011;
BHATTACHARYA et al 2020).

A classe dos azéis desde a segunda geracdo, tornou-se uma promissora
alternativa a terapia de infeccfes sistémicas com anfotericina B devido a toxicidade
relacionada a ela. O fluconazol tornou-se o medicamento antifUngico mais prescrito
em tratamentos intensivos ap6s pouco tempo de lancado (NEGRI et al., 2014). Esta
classe possui um amplo espectro de acdo e compde-se dos imidazéis, como
cetoconazol, miconazol e clotrimazol, e dos triazéis, como itraconazol, fluconazol,
posaconazol e voriconazol, sendo apenas o segundo utilizado no tratamento de
infeccéo sistémica (Figura 5).

No geral, estes farmacos atuam na inibicdo da enzima do citocromo P450 dos
fungos, a lanosterol 14a desmetilase ou CYP51, que participa de uma das etapas da
sintese do ergosterol. Por esta classe de antifungicos ser mais difundida e de facil
acesso, muitos pacientes fazem uso profilatico e excessivo, além do uso de tal na

agricultura, culminou para o aumento de cepas resistentes a estes medicamentos,
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tornando as opcdes escassas de tratamento ainda mais reduzidas (LEWIS, 2011,
REVIE et al., 2018; WALL; LOPEZ-RIBOT, 2020).
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Figura 5. Estruturas quimicas dos farmacos az6is comerciais

1.4. Mecanismos de resisténcia da Candida spp

Devido ao aumento das infeccdes fungicas ao longo das ultimas décadas,
pode-se observar a crescente resisténcia dos microrganismos aos farmacos
utilizados para os tratamentos, principalmente de infec¢bes invasivas. O fungo
Candida com o passar dos anos desenvolveu mecanismos que possibilitam evadir a
acdo dos medicamentos utilizados. Para os azois ha alguns mecanismos como: a
inducdo de bombas de efluxo acarretando a reducdo da concentracdo de farmaco
dentro da célula, mutacdes pontuais no gene ERG11, codificador da enzima onde o
medicamento se liga, alterando a afinidade entre o sitio e o ligante, superexpressao
do alvo e a capacidade da Candida produzir vias alternativas compensatoérias da
perda do ergosterol (Figura 6) (LEE et al., 2021; MAUBON et al., 2014; PFALLER,
2012; VIEIRA; DO NASCIMENTO, 2017). Galocha e colaboradores (2022)
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observaram que o transportador de hexose também € responsavel por transportar
derivados azolicos como o fluconazol e o posaconazol para o interior da célula da C.
glabrata.

A resisténcia relacionada aos polienos € incomum, entretanto quando ocorre
0 mecanismo consiste nas alteragbes nos genes que codificam as enzimas
presentes na sintese do ergosterol, promovendo uma diminuicdo da sintese de
esterdis ou alterando-o, assim reduz a afinidade do medicamento com o sitio de
acdo, mesmo que raro ja houve relatos em C. auris e C. glabrata. J4 para as
equinocandinas 0 mecanismo de evasdo consiste em mutacfes especificas em
genes FKS responsaveis pela codificagdo da enzima (-1,3 D-glucano sintase,
reduzindo a sensibilidade ao farmaco e ineficicia da terapia (COWEN et al., 2015;
LEE et al.,, 2021; MAUBON et al., 2014; VIEIRA; DO NASCIMENTO, 2017). Para
além dos mecanismos de evasdo ha grande importancia na resisténcia fangica com
a formacéao de biofilme pelos microrganismos, levando a baixa absor¢édo do farmaco,
seria interessante, e ha estudos em desenvolvimento, de novos compostos
antifingicos a acdo em biofilmes flngicos para tratamento de infeccbes
(SENEVIRATNE; ROSA, 2016).
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Figura 6. Mecanismos de resisténcia da Candida spp frente aos antifingicos comerciais.
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1.5. Busca por novos farmacos

O desenvolvimento de novos potenciais farmacos antifungicos apresenta
inUmeras barreiras, vide que os fungos sdo seres eucarioticos, assim como
humanos. Essa caracteristica limita os possiveis alvos que os farmacos poderiam
atuar, causando danos somente as células fangicas (NICOLA et al.,, 2019;
ROBBINS; WRIGHT; COWEN, 2016; SENEVIRATNE; ROSA, 2016). Segundo Van
Daele et al. (2019), se faz necessario novos antifangicos com modos de acdo
diferentes, vide que foi evidenciado que espécies de Candida apresentam
resisténcia a mais de uma classe de medicamentos, como por exemplo em 2012,
Pfaller et al. descobriram que 11% das candidemias ocasionadas por C. glabrata
também eram resistentes as equinocandinas. Além da C. auris, que é conhecida por
ser multirresistente a diversos medicamentos como o fluconazol, anfotericina B e
equinocandinas (PFALLER, 2012; ROBBINS; WRIGHT; COWEN, 2016; VAN
DAELE et al., 2019).

O arsenal disponivel para o uso no tratamento de infec¢des fangicas severa
S840 escassos e com 0 aumento das cepas resistentes, bem como a toxicidade
relacionada a eles dificulta na escolha do tratamento mais eficaz para o caso (LEE e
LEE, 2018). Com isso, novos alvos e novas classes estdo sendo estudados, além de
farmacos ja existentes para outros fins sendo testados para atividade antifingica,
para que atuem em sinergia com outros farmacos ou de forma isolada (BUTTS;
KRYSAN, 2012). Em vista disso, faz-se necessaria a busca por novos farmacos que
proporcione uma terapia eficaz e segura, com menor toxicidade (BERGOLD e
GEORGIADIS, 2004)

1.6. Derivados de tioureias

As tioureias ou tiocarbamidas sdo uma classe de substancias com potencial
antifangico, cujos estudos de diferentes aplicacbes vem crescendo
significativamente, dentre elas as atividades antitumoral (GHORAB et al., 2017),
antiviral (KATLA et al., 2014), antibacteriana (BIELENICA et al., 2015), etc. Essas
estruturas podem ser caracterizadas pelo grupamento ureia que possui 0 oxigénio
substituido por um enxofre (Figura 7) (ARANTES, 2009), que é responsavel por uma
variedade de possibilidades de interacdo (MANSUROGLU et al., 2009). Estas
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estruturas possuem uma boa capacidade de complexacdo com metais de transicao,
vide que a presenca do grupamento tiocarbonila aumenta a habilidade de
coordenacdo do composto. A presenca de atomos doadores de hidrogénio na
estrutura como oxigénio, nitrogénio, enxofre permitem uma série de reacgles
(MANSUROGLU et al., 2009; RODRIGUEZ-FERNANDEZ et al. 2005).
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Figura 7. Estruturas quimicas da tioureia (a) e do nucleo piperazina (b).

O grupo funcional tioureia se encontra presente em farmacos comerciais
como metimazol, medicamento utilizado na terapia de hipertireoidismo (ZAMBRANA
et al., 2015). Nas ultimas décadas, houve um crescimento de sinteses e aplicacdes
de tioureias dissubstituidas em ampla escala, isto se mostra pela versatilidade de
ligacbes promovidas por ela (SAEED et al 2013). Abbas e colaboradores (2013) em
um estudo a partir da incorporacdo de acido hipurico em derivados de tioureias
avaliaram a atividade antifungica e antibacteriana destes compostos. Nesta pesquisa
foram descritos que derivados de tioureias substituidos com anéis aroméaticos e
heterociclos demonstraram atividade 2 vezes maior que o cetoconazol quando
avaliada a concentracdo minima inibitéria em C. albicans.

Supuran e colaboradores (1998) em sua pesquisa, demonstra atividade
antifangica frente a A. niger, A. flavus e C. albicans de derivados tioureido-
substituidos de 2-aminofenoxantina, em contrapartida ao seu precursor 2-
aminofenoxantina que ndo demonstrou atividade. Da mesma forma que no trabalho
realizado por Keche e Kamble (2014), € destacada a atividade antifingica de
derivados de 2-metilquinazoli-4(3H)-nona contendo ureias e tioureias, que
apresentaram atividades moderadas a forte em Candida albicans, Aspergillus
Flavus, Fusarium solani, enquanto a 2-metilquinazoli-4(3H)-nona sem estes grupos
funcionais ndo apresentou atividade frente aos fungos.

Em 2010, Saeed e colaboradores avaliaram atividade de derivados sintéticos
de pirimidinas-tioureias e de pirimidinas-tioureias fundidos a heterociclos frente a 3

espécies de Candida spp., C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata. Neste estudo
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obtiveram como resultado da MIC < 200 ug/mL para as 3 espécies, sendo as
concentracfes minimas inibitorias referentes aos derivados sintéticos de pirimidinas-
tioureias mais promissoras que aos fundidos a heterociclos.

A pesquisa de Rodriguez-Fernandez (2005) traz a atividade antifingica de
tioureias substituidas, piridil-tioureia, fenil-tioureia e tricloroetiltioureia perante a
Pyricularia oryzae e Drechslera oryzae, patégenos de plantas. Ele demonstrou que
as fenil-tioureias apresentaram melhor atividade, destacando-se os derivados p-cloro
e p-nitro. Além de trazer um perfil comparativo de atividade antifungica destes
compostos com seus complexos metalicos, demonstrando que a atividade dos
derivados € mais favoravel que os complexos.

Substéncias contendo heterociclos apresentam uma grande importancia
farmacéutica, visto que possuem uma participacdo imprescindivel no metabolismo,
podendo atuar como biomiméticos e farmacéforos ativos no desenvolvimento de
novos candidatos a farmacos (MANNAM et al., 2019). Diversos farmacos presentes
na clinica em terapia antifingica e antibacteriana possuem nucleos heterociclicos,
como imidazdis, quinazolinas, triazois, benzazois, quinolonas, entre outros. Embora
estas sozinhas ndo apresentem uma ac¢do no espectro ideal desejado, poténcia e
propriedades farmacolégicas, ao associar com outros grupos funcionais de mesmo
interesse, é possivel que atuem sinergicamente no alvo biolégico desejado
(DUCHOWICZ et al. 2007).

Em 2006, Caballero e Fernandez desenvolveram um estudo com 96
compostos com heterociclos, a fim de estabelecer novos modelos para atividade
antifangica em C. albicans através de estudos de SAR. Nele conclui-se que a
distribuicdo de polaridade, volume, massa influencia diretamente na poténcia do
antifangico.

O nucleo piperazina consiste em um anel de seis membros onde ha 2
nitrogénios em posigcdes 1 e 4. Esta configuracdo permite que haja uma maior area
de superficie polar, rigidez estrutural e doadores e aceptores de hidrogénio, sendo
mais favoravel a maior especificidade e afinidade com o alvo, biodisponibilidade oral,
solubilidade em &agua e melhorar as propriedades ADME. Esta estrutura foi
classificada pela FDA entre os 3 N-heterociclos mais utilizados em medicamentos
presentes na clinica, estando atras somente da piperidina e piridina (TAYLOR et al,
2014; GETTYS et al. 2017).
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Segundo Vekariya et al (2018), a piperazina possui uma extensa gama de
atividades em que pode ser utilizado. Tal estrutura encontra-se presente em
antifingicos comerciais como itraconazol e posaconazol, e outros farmacos
utilizados em diversas terapias distintas como quinolonas, imatinibe, quetiapina,
sildenafila etc. A piperazina em si, também ¢é utilizada como anti-helmintico
(GETTYS et al 2017; VIANA, 2007; TAYLOR et al 2014). Com isso a associacao
destas estruturas com tioureias tornam-se substéncias promissoras para novos
agentes antimicrobianos (RODRIGUEZ-FERNANDEZ et al., 2005; VEKARIYA et al.,
2019).

1.7. Estudos in silico de propriedades ADMETox

Segundo Wouters e McKee (2020), o desenvolvimento de novos farmacos
sdo demorados, cerca de 15 anos, e possuem alto custo, acima de 1 bilhdo de
dolares, sendo que 90% dos estudos sdo cessados nos testes clinicos e geralmente
o fracasso esta atrelado as propriedades farmacocinéticas, toxicolédgicas e a falta de
eficacia (ALQAHTANI, 2017; YU; ADEDOYIN, 2003; WOUTERS, MCKEE, 2020).

As propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas impactam na
seguranca e eficAcia de um medicamento, seja na biodisponibilidade daquele
farmaco, tempo de meia-vida, dentre outras caracteristicas especiais para
populacbes especificas como tratamento em neonatos e criancas (ANKER et al,
2018). A farmacocinética consiste em um estudo desde a entrada do farmaco no
corpo até a eliminacdo. Durante esse processo had as fases de absorcao,
distribuicdo, metabolizacdo e por fim excrecdo, também conhecida como ADME.
Parametros como biodisponibilidade, meia-vida, volume de distribuicdo e clearence
sdo imprescindiveis para a avaliacdo da substancia no organismo, bem como as
caracteristicas fisico-quimicas, lipofilicidade, solubilidade, permeacédo na barreira
hematoencefalica (BHE), interacdo com enzimas do citocromo P450, entre outras,
que determinam as propriedades ADME das substancias (WATERBEEMD e
GIFFORD, 2003; MODA, 2009).

Elucidando isto, a lipofilicidade encontra-se intimamente relacionada com a
absorcdo oral do farmaco que necessita um coeficiente de particdo (cLogP) que
permita a passagem pela membrana plasmatica, a regra dos 5 de Lipinski permite

visualizar estas propriedades fisico-quimicas associadas a absorcdo e
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biodisponibilidade oral (WATERBEEMD e GIFFORD, 2003; MODA, 2009; LIPINSKI
et al 2001; KATZUNG et al, 2014).

J& a farmacodindmica compreende o estudo das ac¢des do farmaco no corpo,
de forma que para ocorrer é preciso da ligacdo do farmaco com o receptor. Esta
pode promover ou inibir um efeito farmacolégico, de forma que reversivel ou
irreversivel. As ligacbes entre sitio alvo e farmaco se dao por ligacdes covalentes
que promovem uma interagdo irreversivel inativando tal receptor, ou ligacdes de
hidrogénio que promovem interag8es fortes, entretanto reversiveis. As propriedades
fisico-quimicas como numero de doadores e aceptores de hidrogénio, area de
superficie polar, permitem prever as possiveis interaces com o sitio de acdo no
qual a estrutura faria interagdo (GONZALEZ-BELLO, 2016; MODA, 2003, KATZUNG
et al, 2014)

O estudo da toxicidade in silico é definido pela Agéncia de Protecdo
Ambiental (EPA — em inglés) dos EUA como “integracdo da computagcao moderna e
da tecnologia de informagdo com a biologia molecular a fim de melhorar a
priorizacdo de dados exigidos pela agéncia e avaliacdo de risco de produtos
quimicos”. Este estudo equivale calculos que levam em consideracdo bancos de
dados de substancias ou fragmentos presentes em medicamentos comerciais e
substancias quimicas a fim de identificar partes possivelmente toxicas ao organismo,
de forma que as analises feitas em fases primarias da pesquisa permitem identificar
e fazer alteracdes ou descarta-la sem que chegue nas fases pré-clinicas e clinicas
(ALQAHTANI, 2017; VALERIO, 2009).

O uso da modelagem molecular para o desenvolvimento de novos farmacos
possibilita de identificar substancias que ndo progrediriam nos estudos clinicos
devido a caracteristicas de Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e
Toxicidade (ADME/Tox) e as excluindo ou modificando em etapas iniciais dos
estudos. Para isso, faz-se uso de ferramentas computacionais, ou in silico, sendo
possivel prever e analisar os candidatos a farmacos e suas propriedades fisico-
quimicas, farmacocinéticas, metabolismo e potencial de toxicidade antes mesmo de
testar in vitro e in vivo, assim otimizando o processo de descoberta de novos
farmacos (ALQAHTANI, 2017; YU; ADEDOYIN, 2003). Esta ferramenta possui
diversas vantagens, como um menor uso de animais, tempo e recursos para o
estudo (MALTAROLLO et al., 2015).
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O desenvolvimento de farmacos antes consistia em um processo demorado,
gue demandava tempo e dinheiro. Atualmente com o avanco da quimica medicinal e
das tecnologias aplicadas a estes estudos, a industria farmacéutica e os centros de
pesquisa em universidades buscam através de ferramentas computacionais um bom
equilibrio entre as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas. Isso ocorre
com os estudos de relacdo estrutura-atividade (SAR em inglés) onde é possivel
relacionar dados quimicos e bioldgicos a fim de desenvolver entidades quimicas que
tenham maior efetividade (ALQAHTANI, 2017; MALTAROLLO et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

As infeccbes fungicas invasivas vem crescido drasticamente nas ultimas
décadas, sendo de grande impacto na saude humana. Isso ocorre devido ao
aumento progressivo de pacientes imunocomprometidos, sejam pacientes
internados em UTIs, sob tratamento antineoplasico, transplantados, entre outros,
que leva a susceptibilidade a infec¢cdes fungicas oportunistas (FIOCRUZ, 2019;
CDC, 2020.; BONGOMIN, et al 2017; BAPTISTA, et al. 2020).

Dessa forma, as infecgcBes fungicas estdo contidas nas infecgbes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) e tem se tornado uma problematica
presente no ambiente nosocomial, vide que podem ser transmitidas por méaos de
profissionais de salude e equipamentos contaminados (BAPTISTA, et al. 2020). Elas
estdo relacionadas com altas taxa de morbidade e mortalidade e ainda ndo ha o
reconhecimento do impacto, nem investimentos necessarios para monitoramento e
notificacdo dessas patologias tdo presentes no ambiente hospitalar (FIOCRUZ,
2019)

O género Candida spp. € o quatro principal agente causador de infeccdes
sistémicas, e afeta em torno de 250 mil pessoas no mundo anualmente
(KULLBERG, B. J., ARENDRUP, M.C., 2015). Esta pode acometer 6rgaos, tecidos e
se disseminar pela corrente sanguinea, chamada de candidemia
(BHATTACHARRYA, 2020; VIEIRA, 2017). O arsenal de medicamentos para o
tratamento destas infeccGes é escasso e com 0 aumento de resisténcia das cepas
aos farmacos utilizados se torna ainda mais restrito. Este fato relaciona-se com o
uso exacerbado de antiflUngicos por pacientes, na agricultura e uso veterinario, a
venda indiscriminada, prescri¢cdo indevida e uso errbneo, principalmente dos azois
(NIGAM, 2015; MARTINEZ-ROSSI et al. 2008)

As tioureias possuem diversas aplicacbes sendo estudadas, sendo o
potencial antifingico uma delas. Esta classe possui uma estrutura favoravel para
fazer diversas interacdes, como a complexacéo, ligacbes covalentes e ligacOes de
hidrogénio. Os heterociclos demonstram suma importancia farmacéutica, vide que
atuam como farmacoéforos ativos no desenvolvimento dos farmacos (MANNAN et. al,
2019), na clinica € possivel observar a presenca destes em diversas terapias.
Entretanto, a acdo destes quando relacionada a outro grupo funcional com o mesmo
interesse biologico tende a uma agdo mais ampla (DUCHOWICZ et al., 2007). Nesse

panorama, faz-se necessaria a busca por novos antifiungicos que tenham
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propriedades farmacocinéticas, eficacia e seguranca adequadas para o uso clinico,
sejam de amplo espectro e possuam baixa toxicidade (GURGUI, CUENCA-
ESTRELLA, 2008; BERGOLD, A. M., GEORGIADIS, S. 2004)
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3. OBJETIVO
Objetivo Geral

Avaliar as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicoldgica in
silico e atividade antifungica em espécies de Candida in vitro de derivados de

tioureias para a descoberta de novos candidatos a farmacos.

Objetivos especificos

Avaliar as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas in
silico dos derivados de tioureias.

Averiguar se os derivados de tioureias estdo de acordo com as regras das
industrias farmacéuticas para novos candidatos a farmacos.

Avaliar qualitativamente in vitro a atividade dos derivados de tioureias contra

espécies de Candida.
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4. METODOLOGIA

O desenvolvimento do presente estudo foi delineado a partir de ensaios in
vitro, que avaliaram a atividade antifingica dos derivados de tioureias mostrando
assim as estruturas que apresentaram atividade frente as cepas de Candida spp. e
ensaios in silico que avaliaram as propriedades farmacocinéticas, toxicoldgicas e
requisitos frentes aos estabelecidos pelas industrias farmacéuticas. No fluxograma
abaixo é demonstrado o teste realizado e os softwares utilizados para calcular as

propriedades desejadas.

Metodologia
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Figura 8. Fluxograma referente a metodologia

4.1. Obtencé&o dos derivados de tioureia contendo piperazina

Foram utilizados 14 derivados de tioureias contendo piperazina sintetizados e
fornecidos pelo grupo de pesquisa do professor Lucio Mendes Cabral da Faculdade

de Farméacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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Figura 9. Estruturas de derivados de tioureias com nudcleo piperazina

4.2. Andlisein silico dos derivados de tioureias contendo piperazina

4.2.1. Analise das propriedades fisico-quimicas

Inicialmente, o software Molinspiration® (https://www.molinspiration.com), foi
utilizado a fim de desenhar as estruturas para obter os codigos SMILES, seguido da
analise das propriedades fisico-quimicas calculada neste servidor. Além do
Molinspiration®, foi utilizado o pkCSM® do BiosigLab na Universidade de Melbourne
(https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/prediction), cujos principais dados calculados séao
as propriedades farmacocinéticas, mas também apresentam dados fisico-quimicos

das substancias de estudo. Estes servidores calculam propriedades como massa


https://www.molinspiration.com/
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/prediction
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molar, volume, nimero de ligacfes rotacionaveis, area de superficie polar, nUmero
de doadores e aceptores de hidrogénio e LogP, descritores importantes para
calculos de absor¢cdo do potencial farmaco, permeabilidade na barreira
hematoencefélica (BHE), biodisponibilidade, locais onde pode haver ligacbes de

hidrogénio na molécula, entre outros.

4.2.2. Anélise das propriedades farmacocinéticas

Os softwares pkCSM® e SwissADME® (http://www.swissadme.ch), servidor
do Instituto Suico de bioinformatica, foram utilizados a fim de predizer e otimizar as
propriedades farmacocinéticas de absorc¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecao e
toxicidade (ADMET). Assim como nos parametros preditos nos topicos anteriores,
neste permite predizer as propriedades ADMET, de forma que é possivel descobrir
em estagios iniciais de desenvolvimento uma farmacocinética ndo favoravel, assim
ndo dando continuidade aos testes pré-clinicos e clinicos. Além disso, estas analises
podem gerar diversos compostos promissores.

4.2.3. Avaliacdo datoxicidade in silico

As propriedades toxicolégicas computacionais tedricas foram avaliadas por
meio dos servidores OSIRIS Property Explorer® (https://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/), pkCSM® e o FAF-Drugs4® (https://fafdrugs4.rpbs.univ-
paris-diderot.fr/). O primeiro abrange as propriedades toxicolégicas como
mutagenicidade, tumorigenicidade, efeitos irritantes e reprodutivos, utilizando as
cores vermelho, amarelo e verde para representar alto, médio e baixo risco,
respectivamente. O segundo aborda a mutagenicidade a partir da toxicidade de
AMES, potencial carcinogénico, hepatotoxicidade, inibidores do gene hERG 1 e I,
genes responsaveis pela codificacdo de canais de potassio. No ultimo é possivel
identificar nas substancias grupamentos potencialmente téxicos, inibidores
covalentes, PAINS. Essa plataforma busca os toxicéforos, possiveis inibidores de

interacdes entre proteinas, predicdo da indugdo de fosfolipidose pelo farmaco.


http://www.swissadme.ch/
https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
https://fafdrugs4.rpbs.univ-paris-diderot.fr/
https://fafdrugs4.rpbs.univ-paris-diderot.fr/
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4.2.4. Anadlise das regras da industria farmacéutica

As estruturas foram submetidas ao servidor FAF-Drugs4, onde as substancias
sdo avaliadas de acordo com as regras preconizadas por indastria farmacéutica no
desenvolvimento de novos farmacos, como as regras de Lipinski, Pfizer 3/75, GSK
4/400, Lilly, entre outros. Este se baseia em algumas regras como na “Regra dos
cinco” de Lipinski, que exprime que maior absor¢do e permeabilidade do farmaco
esta possivelmente relacionada com os critérios fisico-quimicos descritos por esta
lei, onde o coeficiente de particdo (LogP) < 5, massa molar < 500, numero de
aceptores de ligacao de hidrogénio < 10 e numero de doadores de ligagao de
hidrogénio < 5, além disso o programa fornece dados como a area de superficie
polar (TPSA) que se mostra um bom descritor para calculos de absor¢éo do possivel
farmaco, permeabilidade na barreira hematoencefalica (BHE), biodisponibilidade,
entre outros.

Além desta, ha a regra 3/75 da Pfizer que contempla uma andlise de 245
substancias com dados toxicoldgicos e sugestbes de candidatos a farmacos com
cLogP menor que 3 e TPSA superior a 75 A. Esta regra leva em consideracéo esses
parametros devido a menor possibilidade de efeitos toxicos em baixas
concentracdes. A regra 4/400 da GSK preconiza que compostos cujo logP for maior
que 4 e massa molar superior a 400 Daltons sdo menos favoraveis a um peffil
seguro para o medicamento. Outra regra pertinente na industria farmacéutica € a de
Lilly, que abrange 275 regras que identificam e rejeitam compostos reativos, como
estruturas instaveis, sem oxigénio e nitrogénio presente na estrutura, presenca de

oxidantes, detergentes, entre outros.

4.3 Avaliacao da atividade antifungica

4.3.1 Teste de disco difusdo em agar

O método de Disco difusdo em agar foi realizado com base no protocolo do
Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (Clinical Laboratory Standard Institute,
CLSI) M44-A2 (CLSI, 2010) para leveduras. Foram utilizadas cepas padrao da
colecdo americana (American Type Culture Collection, ATCC) das espécies Candida
glabrata (ATCC 90030), Candida albicans (ATCC 40227) e Candida krusei (ATCC
34135) fornecidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Cepas das leveduras
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congeladas foram repicadas em agar Mueller-Hinton e incubadas a 35°C por 24h. A
partir desta cultura, os indculos foram preparados na escala 0,5 de McFarland.

As substancias testadas foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) em uma
concentragdo de 5 mg/mL. Posteriormente, foram adicionados 5 uL dessa solugao
nos discos estéreis, 0s quais foram mantidos em placa com agar Muieller Hinton e o
indculo, sendo incubada a 35°C por 48 h. A fim de avaliar a sensibilidade do fungo
aos derivados de tioureia, foi mensurado pelo diametro do halo de inibicdo em
milimetros, utilizado como controles positivo o fluconazol e o cetoconazol, e 0 DMSO
como controle negativo. Esse experimento foi realizado em triplicata, e o valor

utilizado de halo de inibicéo foi obtido através da média das triplicatas.

Disco difusao em agar
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Figura 10. Representacéo esquematica do ensaio de disco difusédo em agar
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Andlisein silico dos derivados de tioureias contendo piperazina

5.1.1. Andlise das propriedades farmacocinéticas

As propriedades fisico-quimicas sdo imprescindiveis para o desenvolvimento
de um farmaco, de forma que contribuem para a farmacocinética do candidato em
estudo. As substancias derivadas de tioureias labTIF146 e labTIF164 (tabela 1), que
apresentaram atividade antifingica in vitro, possuem fatores fisico-quimicos que
corroboram para tais valores, o logP permite avaliar a lipofilicidade da estrutura, que
interfere na capacidade do farmaco de atravessar a membrana plasmatica. Os
compostos ativos, apresentaram valores de 2,57 e 2,83 respectivamente de cLogP.
Em comparagdo com as estruturas mais similares a elas, a labTIF148 se assemelha
estruturalmente da labTIF146 pela presenca do anel piridina ligado a piperazina, e
um anel aromatico ligado a tioureia, ja a labTIF164 se assemelha estruturalmente
com a labTIF165 pela presenga do 5 metil-1,3-benzodioxol ligado a piperazina, e um
anel aromatico ligado a tioureia. Ambas as estruturas se diferem apenas pela
presenca de 2 carbonos espacadores entre o fenil e a tioureia de forma que se torna
evidente a auséncia destes levaram a uma ac¢ao antifungica.

A area de superficie polar (TPSA) consiste na area ocupada por atomos de
nitrogénio e oxigénio, sejam eles ligados ou ndo a hidrogénio, que possuem a
capacidade de formacédo das ligacGes de hidrogénio e a polaridade. Estas estao
correlacionadas com o processo de absorcdo, na interacdo entre a molécula e a
superficie da membrana celular e a migracdo desta para o interior da célula. As
sustancias em estudo apresentaram um TPSA entre 63,49 e 104,59, segundo
Pajouhesh e Lenz (2005), estas caracteristicas permitem associar que TPSA abaixo
de 90 A s&o mais propicios a permearem a barreira hematoencefélica (BHE), os com
valores maiores que 140 A demonstram menor permeabilidade pela membrana
plasmatica (ANTIPENKO et al 2018). Dessa forma, as estruturas que apresentaram
atividade antifingica sdo mais favoraveis de permear a barreira hematoencefalica,
caracteristica interessante e promissora em um tratamento de infeccbes como a
meningite fangica, ainda que todas as tioureias apresentem um TPSA abaixo de 90
A, exceto labTIF147, labTIF176 e labTIF177, que foram respectivamente 91,18 A,
104,59 A e 104,07 A que ainda assim conseguem permear a membrana plasmatica.
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos de derivados de tioureias com ndcleo piperazina:
massa molar (MM), coeficiente de particdo octanol-dgua (cLogP), nUmero de aceptores de
ligacdo de hidrogénio (nON), nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio (nOHNH),
solubilidade em &agua (LogS), Area de superficie polar topolégica (TPSA), nimero de
ligacBes rotacionaveis (nrotb) e absor¢éo intestinal humana tedrica (HIA%)

Substéancia cLogP MM nON NnOHNH LogS TPSA nrotb HIA%
labTIF146 2,57 298,41 4 1 -3,27 63,49 4 93,30
labTIF147 2,48 388,48 7 1 -3,52 91,18 7 94,66
labTIF148 2,96 326,46 4 1 -3,53 63,49 6 95,06
labTIF150 3,6 365,50 5 2 -4,20 79,28 6 85,45
labTIF151 1,92 299,39 5 1 -2,88 76,38 4 93,62
labTIF152 2,31 327,45 5 1 -3,13 76,38 6 95,38
labTIF153 1,85 313,42 5 1 -2,84 76,38 5 94,74
labTIF157 1,39 319,42 5 1 -2,54 76,90 4 92,48
labTIF161 1,78 347,48 6 1 -2,81 76,90 6 80,62
labTIF163 3,76 369,48 5 1 -3,65 69,06 6 92,07
labTIF164 2,83 355,45 5 1 -3,69 69,06 5 92,09
labTIF165 3,23 383,51 5 1 -3,96 69,06 7 92,75
labTIF176 1,30 409,50 8 1 -2,82 104,59 7 95,33
labTIF177 1,83 389,47 8 1 -3,12 104,07 7 95,01
Fluconazol 0,50 306,27 7 1 -2,07 81,65 5 94,96
Cetoconazol 4,35 531,43 8 0 -5,61 69,00 7 93,18

Posteriormente foram calculadas no software PKCSM as propriedades
farmacocinéticas das estruturas avaliadas no presente estudo. A absorcao intestinal
humana tedrica calculada foi alta, sendo todas as 14 substancias acima de 80%. As
substancias que apresentaram atividade antifGngica obtiveram absorcao intestinal
humana tedrica de 93,30% para a labTIF146 e 92,1% para a labTIF164, estas se
assemelham aos valores encontrados nos controles de cetoconazol (93,2%).

Nos estudos in silico foram avaliados os potenciais de drug-score e o0
druglikeness no software OSIRIS Property Explorer, e comparados com os farmacos
fluconazol e cetoconazol ja presentes no mercado. O druglikeness € baseado em
uma lista de fragmentos presentes em farmacos comercializados e produtos
quimicos, essa lista foi criada a partir dos fragmentos de 3300 medicamentos e
15000 produtos quimicos comercializados pela Fluka®. Ele pode apresentar de
valores negativos a positivos, sendo que valores maiores desse parametro indicam
que a estrutura apresenta fragmentos presentes em farmacos comercializados

(Baalakrishnan et al. 2015). O drug-score combina as propriedades de cLogP, logS,
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massa molar, druglikeness e toxicidade a fim de avaliar o potencial da substancia
para tornar-se um farmaco. Esse parametro pode apresentar valores entre 0 e 1,
uma pontuacdo 1 ou préoxima de 1, indica um excelente candidato para ser um
farmaco.

Dentre os resultados de druglikeness encontrados para os derivados de
tioureias os valores se encontraram entre 3,68 e 7,47 e o drug-score entre 0,75 e
0,9. Comparando com os valores dos farmacos utilizados como padréo, o fluconazol
apresentou um druglikeness abaixo dos valores encontrados para os derivados de
tioureias (figura 11), ja o cetoconazol apresentou um valor de 11,18. Em relacéo ao
drug-score os valores padrdes foram de 0,87 e 0,61, respectivamente. O labTIF146
e labTIF164 apresentaram druglikeness de 4,75 e 3,68, e drug-score de 0,86 e 0,77,
respectivamente. Estes ndo foram avaliados com os melhores valores encontrados
para a série de derivados de tioureias, mas encontram-se na margem dos valores de

referéncia do fluconazol e cetoconazol.

DRUGLIKENESS E DRUG-SCORE

Duglikeness Drug-score
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Figura 11. Druglikeness e drug score dos derivados de tioureias

Dessa forma, todos os derivados de tioureias apresentaram bons valores de
drug-score (acima de 0,7) e de druglikeness também, visto que as 14 substancias

apontaram valores positivos, portanto, sugere uma boa farmacocinética e perfil
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toxicolégico devido a presenca de fragmentos presentes em farmacos comerciais.
Estes valores podem estar associados com a presenca do anel piperazina, um
heterociclo utilizado na clinica como antihelmintico, além de estar presente em
diversas estruturas como em quinolonas, assim como o grupo funcional tioureia
presente no metimazol utilizado na terapia de hipertireoidismo (ZAMBRANA et al.,
2015).

A analise dos resultados in silico demonstrou que as estruturas labTIF147,
labTIF151, labTIF152, labTIF153, labTIF157, labTIF161, labTIF176 e labTIF177, se
mostraram promissoras frente as suas caracteristicas farmacocinéticas, drug-score,
druglikeness e sem alerta de risco. Ainda que algumas estruturas apresentem
alertas em algum parametro, é preciso analisar se os pontos fortes e caracteristicas
favoraveis para um candidato a farmaco sobressaem aos pontos de melhoria da
estrutura. Dessa forma, as outras estruturas ndo devem ser descartadas visto que é
passivel de modificacdes a fim de melhorar suas caracteristicas farmacocinéticas e
toxicidade, tendo em vista que os estudos farmacocinéticos e toxicolégicos sdo
realizados em estdgios iniciais de desenvolvimento de farmacos (AMORIM;
PESTANA; MENDES, 2017).

5.1.2. Avaliacao da toxicidade in silico

Em relacéo a toxicidade teorica das estruturas, foram avaliadas por meio dos
softwares Osiris Property Explorer e PKCSM. Nestes, as substancias apresentaram
baixos risco de mutagenicidade, tumorigenicidade, de efeitos irritantes e
reprodutivos (tabela 2). Apenas a substancia labTIF150 foi predita positiva para
toxicidade de AMES. Todos apresentaram hepatoxicidade, assim como os farmacos
ja conhecidos como fluconazol e cetoconazol a fim de comparacdo. A
hepatotoxicidade se mostra como um grande desafio no desenvolvimento de
farmacos, onde pode acarretar lesdes induzidas por medicamentos (DILI- em inglés
Drug induced liver injury) no figado (TESCKE, 2019; SOMCHIT, et al 2004).

Além disso, foram calculadas a inibicdo de canais de potassio codificados
pelo gene hERG | e Il, a inibicdo destes canais prologa o intervalo QT, podendo
levar a uma arritmia ventricular. Dentre os 14 compostos, nenhum apresentou
inibicdo em hERG I, entretanto, 50% apresentaram inibicdo em hERH II, assim como

cetoconazol, tais resultados estdo demonstrados na tabela 4.
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Tabela 2. Classificacdo da toxicidade de derivados de tioureias contendo o anel piperazina:
Mutagenicidade (Mutag.), Tumorigenicidade (Tumorig.), Efeitos irritantes (ef. Irritantes),
efeitos reprodutivos (ef. Reprod.), Hepatotoxicidade (hepatotox.), inibidor hERGI (inib.
hERGI), inibidor hERGII (inib. hERGII), toxicidade de AMES (Tox de AMES)

Estruturas Mutagen Tumorig Ef. Ef. Hepatotox Inib. Inib. Tox. De
Irritante Reprod Hergi Herg Il AMES

Labtif146 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim N&o N&o N&o
Labtif147 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim Nao Nao Nao
Labtif148 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim N&o Sim N&o
Labtif150 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim N&o Sim Sim
Labtif151 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim Nao Nao Néao
Labtif152 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim N&o N&o N&o
Labtif153 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim N&o N&o N&o
Labtif157 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim N&ao Néao Néao
Labtif161 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim Néao Sim Néao
Labtif163 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim Néao Sim Néao
Labtif164 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim N&ao Sim Néao
Labtif165 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim Néao Sim Néao
Labtif176 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim N&ao Sim N&o
Labtif177 Baixo Baixo Baixo Baixo Sim Néao Néao Néao
Fluconazol Baixo Baixo Baixo Baixo Sim N&ao Néao N&ao
Cetoconazol Baixo Baixo Baixo Baixo Sim N&ao Sim N&o

5.1.3. Analise das regras da industria farmacéutica

As substancias derivadas de tioureias foram analisadas com base na regra de
Lipinski, utilizada para mensurar a biodisponibilidade oral dos candidatos a
farmacos. Seguindo essa regra, para que sejam aprovados € preciso que os valores
dados estejam de acordo com pelo menos trés parametros fisico-quimicos, como a
massa molar menor que 500 daltons, logP calculado ou coeficiente de particao
menor que 5, possuir menos que 5 doadores de ligacao de hidrogénio e menos que
10 aceptores de hidrogénio, além das extensfes desta regra, € considerada a
relevancia dessa, bem como a disponibilidade durante os ensaios clinicos a fim de
verificar que as moléculas em estudos sdo bioativas (LIPINSKI et al. 2001). Assim a
partir disso, todas as 14 substancias analisadas cumprem os critérios exigidos por
Lipinski, de forma que se sugere uma boa biodisponibilidade oral (tabela 5).

As substancias também foram avaliadas a partir de regras utilizadas em
algumas industrias farmacéuticas no desenvolvimento de farmacos, como a GSK
4/400, Pfizer 3/75 e Lilly. Na primeira é analisado parametros como

biodisponibilidade, solubilidade, ligacdo ao plasma sanguineo, permeabilidade,
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penetracdo no sistema nervoso central, ligacdo ao tecido cerebral, inibicdo de
enzimas do citocromo P450 e do gene hERG a fim de verificar a toxicidade. Nesta
regra as substancias sao classificadas como pouco toxicos quando logP<4 e
MM<400 Da (GLEESON, 2008). A segunda, analisa a partir de relacbes entre
propriedades fisico-quimicas e a toxicidade fazendo uso de dados de estudo in vivo
pré-clinicos em ratos e cachorros. (HUGHES et al, 2008). E a regra de Lilly, consiste
em 275 regras utilizadas a fim de identificar substancias ou parte delas que possam
interferir com o0s ensaios bioldgicos.

Com isso, analisando os resultados fornecidos pelo FAFDrugs4, todos os
compostos foram avaliados com bom pela regra GSK 4/400. Pela regra da Pfizer
3/75 as estruturas labTIF147, labTIF151, labTIF152, labTIF153, labTIF157,
labTIF161, labTIF176 e labTIF177 foram classificadas como bom, estando dentro
dos parametros estabelecidos por eles, assim como o fluconazol. As substancias
labTIF146, labTIF148, labTIF150, labTIF163 e labTIF164 apresentaram um alerta
em relagdo a regra 3/75 da Pfizer, isto pode estar relacionado com um dos
parametros estar fora do exigido pela industria. Apenas a labTIF165 foi classificada
como ruim, assim como o cetoconazol, entretanto ndo se deve descartar vide que 0
farmaco comercial se encontra dentro das mesmas condicdes do candidato a
farmaco (tabela 3).

Todas as estruturas foram aprovadas pela regra de Lilly e Lipinski e nenhuma
foi classificada pelo servidor como PAINS, ou seja, compostos capazes de
interferirem nos testes, passiveis de causar resultados falso-positivos (BAELL e
HOLLOWAY, 2010). Outra predicdo deste software foi o alerta para o grupamento
tiocetona que corresponde ao grupo funcional da tioureia, ele foi rejeitado devido a
possibilidade de ele inibir covalentemente os sitios de acéo. Este resultado deve ser
observado com cautela tendo em vista que ha farmacos que sao utilizados na clinica
e promovem uma inibicdo irreversivel, como os antibiéticos beta-lactamicos que
atuam promovendo uma inibi¢ao irreversivel da D,D-carboxipeptidase (FISHER et al
2005).
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Tabela 3. Classificacdo de derivados de tioureias de acordo com as regras da industria
farmacéutica pelo software FAFDrugs4 para seguranca do farmaco (GSK4 / 400, Pfizer
3/75, Lilly e regra dos 5 de Lipinski)

Substancia Regrados GSK Pfizer Lilly PAINS Alerta
5de 4/400 3/75
Lipinsky

labTIF146 Aceito Bom Alerta Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF147 Aceito Bom Bom Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF148 Aceito Bom Alerta Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF150 Aceito Bom Alerta Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF151 Aceito Bom Bom Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF152 Aceito Bom Bom Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF153 Aceito Bom Bom Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF157 Aceito Bom Bom Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF161 Aceito Bom Bom Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF163 Aceito Bom Alerta Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF164 Aceito Bom Alerta Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF165 Aceito Bom Ruim Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF176 Aceito Bom Bom Aceito Nao Inibidor
covalente

labTIF177 Aceito Bom Bom Aceito Nao Inibidor
covalente

Fluconazol Aceito Bom Bom Aceito N&o Halogénio de
baixo risco
Cetoconazol Aceito Ruim Ruim N&ao Sim Halogénio de

Aceito baixo risco

5.2. Analise da atividade antifungica

Os 14 derivados de tioureia contendo piperazina foram submetidos a
avaliacdo da atividade antifungica para 3 espécies de Candida diferentes por meio
do ensaio de disco-difusdo em agar (tabela 2) em comparagcdo aos controles
fluconazol e cetoconazol. Para as espécies de C. krusei e C. glabrata ndo houve
inibicdo com as substancias em questdo. Em relacdo a C. albicans, 2 substancias,
labTIF146 e labTIF164, apresentaram atividade antifungica (figura 12). A fim de
demonstrar melhor a atividade antifingica, faz-se necessario o estudo quantitativo
de micro diluicio em caldo para determinar a concentracdo minima inibitoria

necessaria para tal atividade.
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(b)

Figura 12. Fotos dos ensaios de disco difusdo em agar com presenca de halo de inibicdo
em C. albicans em labTIF146 (a) e labTIF164 (b)

Mohamed e EI-Ghany (2012), também demonstraram atividade antifingica do
derivado de tioureia 1f sobre a espécie C. albicans, com halo de inibicdo entre 9 e
20 mm. Esta atividade demonstra suma relevancia vide que género Candida € uma
das principais causas de infeccdes sistémicas em humanos, sendo a Candida
albicans o principal agente causador de candidemias (MOHAMED; ABD EL-GHANY,
2012; VARANO et al., 2019). Dentre as estruturas que apresentaram atividade em
nosso estudo, ambas possuem o grupamento fenil e um heterociclo ligados ao grupo
principal de tioureia concomitante ao heterociclo piperazina, sendo o LabTIF146
ligado a uma piridina e um fenil, e o labTIF164 ligado a um fenil e um 5-metil-1,3-

benzodioxol espacado por um grupamento metil (quadro 1).

Tabela 4. Atividade antifungica de derivados de tioureias com nucleo piperazina nos testes
de disco difusdo com medida dos halos de inibicdo.



Substéncias Estrutura quimica C. krusei C. albicans C. glabrata

Halo(mm) Halo (mm) Halo (mm)
labTIF146 @ )SL 0 11 0
N N
Aolon N
labTIF147 oo, e 0 0 0
S
Il M
MeO N N/\
H '\/N N
|
labTIF148 @ i 0 0 0
N
labTIF150 @\A $ -~ 0 0 0
N LN H
)
labTIF151 @L JSL 0 0 0
N
labTIF152 @ $ 0 0 0
N
labTIF153 j’\ 0 0 0
N
labTIF157 @ i 0 0 0
N N [
LD
labTIF161 @N i ”ﬂm)’\} 0 0 0
H K/N
labTIF163 i ~ o 0 0 0
N N
© H K/N\/©:o>
labTIF164 @ ) 0 12 0
geVss
K/N o
labTIF165 @ $ - . 0 0 0
H NKJ‘KQJ
labTIF176 Ly 0 0 0
ojij\wj\ru/\
\ H &NYQ
labTIF177 LY 0 0 0
X
Fluconazol E/TKY 25 38 20
HOS\
F N\[\\j
\N
F
Cetoconazol j\ 40 55 50
$




Quadro 1. Resultados obtidos para estruturas derivadas de tioureias com atividade antifiingica descrita ha literatura.
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Cédigo Estruturas Microrganismos Avaliacdo MIC Citacéo
la ﬁ\ Candida albicans, C. albicans: 74,8 uM; Bala, 2015
Cryptococcus C. neoformans: 9,34 uM
< ONH N/\ Q neoformans, T. mentagrophytes: 9,34 uM
k/N Sporothrix schenckii, Padrao (fluconazol): 3,26 uM (C.
Trichophyton albicans); 6,53 uM (C. neoformans,
mentagrophytes, S. schenckii e C. parapsilosis); >
Aspergillus fumigates 81,2 uyM (T. mentagrophytes e A.
e Candida fumigates)
parapsilosis
1b NV NH_~S Candida albicans e C. albicans: 13,18 pg/mL (3g); 14,2 Chandrasekhar, 2018
| Y \f Candida nonalbicans  ug/mL (3h), 16,6 pg/mL (3i).C.
N FN Re nonalbicans: 15,28 pg/mL  (3g);
18,18 pg/mL (3h); 16,36 pg/mL
= | Rz Padrao (anfotericina B): 16,4 ug/mL
N (C. albicans); 18,6 pg/mL (C.
Sendo R1= 3-cloro (3h) ou 3-trifluorometil nonalbicans)
(3i), e R2= 4-fluoro (3Qg)
1c CHs o Candida albicans, C. albicans: 35 pg/mL Keche, 2019

Aspergillus niger,
Fusarium solani e
Aspergillus flavus

A. niger: 35 pg/mL

F. solani:30 ug/mL

A. flavus: 40 pg/mL

Padrdo (Miconazol): 20 pg/mL (C.
albicans);15 pg/mL (A. niger); 15
po/mL (F. solani); 20 pg/mL (A.
flavus)
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Cddigo Estruturas Microrganismos Avaliacdo MIC Citacéao
1d HyC—0 Aspergillus fumigatus, A. fumigatus: 0,027 mM (MIC), 0,056 Magoulas, G.E. et al
Aspergillus versicolor, mM (MFC); A. versicolor: 0,027 mM 2020
o Aspergillus (MIC), 0,056 mM (MFC)
NN ochraceus, A. ochraceus: 0,027 mM (MIC),
/>/s Aspergillus niger, 0,058 mM (MFC); A. niger: 0,027
| NN HO Trichoderma viride, mM (MIC), 0,056 mM (MFC); T.
He s T \on Penicillium viride: 0,027 mM (MIC), 0,056 mM
funiculosum, (MFC); P. funiculosum: 0,027 mM
Penicillium (MIC), 0,056 mM (MFC); P.
ochrochloron, and ochrochloron: 0,027 mM (MIC),
Penicillium 0,056 mM (MFC); P. verrucosum
verrucosum var. var. cyclopium: 0,027 mM (MIC),
cyclopium 0,056 mM (MFC);
Padrdo (Cetoconazol): 0,376 mM
(MIC) e 0,941 mM (MFC) (A.
fumigatus, A. versicolor, A. niger, P.
funiculosum); 0,282 mM (MIC) e
0,376 mM (MFC) (A. ochraceus);
1,882 mM (MIC) e 2,822 mM (MFC)
(T. viride e P. ochrochloron); 2,882
mM (MIC) e 3,763 mM (MFC)
le R Candida albicans e C. albicans: 6,25 pg/mL Mannam, M.R. et al

Cryptococcus
neoformans

C. neoformans: 6,25 pg/mL 2019

Padréo (Fluconazol): 3,125 pg/mL
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Cddigo Estruturas Microrganismos Avaliacdo MIC Citacéao
1f MO N Aspegillus Fumigatus, A. fumigatus: 7,8 pg/mL Mohamed e EI-Ghany,
o Geotrichum candidum  G. candidum: 15,6 ug/mL 2012
o s o e Candida albicans C. albicans: 62,5 pg/mL
I f]ﬂg/
NH NH =
OH
L ] n
19 f Candida albicans, C. albicans: 512 pg/mL Phuong, T. et al 2004
HO/I?@\ CH, Microsporum T. mentagrophytes: 8 ug/mL
| gypseum, T. ajelloi: 32 pg/mL
HO NH  INH Microsporum nanum, M. gypseum: 16 pg/mL
NHTNH OH Microsporum cookei, M. cookei: 32 pg/mL
CH, oH Trichophyton M. nanum: 32 pg/mL
| mentagrophytes, A. niger: >512 pg/mL
o Trichophyton ajelloi, A. flavus: >512 pg/mL
Aspergillus niger e Padréo (cetoconazol): 128 ug/mL (C.
Aspergillus flavus albicans); 16 pg/mL (M. gypseum,
M. nanum, T. mentagrophytes, T.
ajelloi) ; 8 ug/mL (M. cookei)
1h . CHs Candida albicans e C. albicans: 12,5 yg/mL Rostom, S.A.F. et al
\©\ CH, S\{CHZ Aspergillus niger 2014
Jk Padrao (anfotericina B): 1,56
NH “NH NH, pg/mL
Padrdao (Clotrimazol): 6,25
pg/mL
1i Aspergillus A. niger : 1,75 pg/mL Suhas, R. 2021
N niger, A. flavus : 1,75 ug/mL
\ 4 F Aspergillus F. oxysporum: 2,50 pg/mL
flavus e Padréo (Bavistina): 25 ug/mL
o K N Fusarium
\Q\N}\NM oxysporum

CH,
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Segundo Bala e colaboradores (2015), a estrutura la apresentada de
derivado de tioureia com piperazina demonstrou ser um composto promissor que
obteve atividade contra 3 linhagens de fungos, sendo a C. albicans com a
concentracdo minima inibitéria maior, podendo ser justificada pela maior resisténcia
adquirida dessa espécie aos farmacos. Para além disto, essa substancia foi testada
para outros fins como inibicdo da enzima transcriptase reversa, antitricomonas e
espermicida, obtendo bons resultados em todos.

A partir da caracterizacdo e demonstracdo de atividade antimicrobiana,
Mannan (2019) e colaboradores reportaram que a maioria das estruturas, em
destague a le presente na tabela 5 com o nucleo piperazina, apresentaram
atividade antifungica promissora contra C. albicans e C. neoformans. A atividade em
guestdo pode estar associada aos halogénios ligados aos anéis fenila, bem como
em comparacdo a atividade de compostos de ureia, os derivados de tioureias
apresentaram uma atividade melhor, assim sugerindo que o enxofre presente
promove uma ligac@o importante ao farmacéforo.

Ao analisar os resultados obtidos na pesquisa bibliogréafica, foi observado que
trés estudos distintos obtiveram a MIC menor do que o antifungico utilizado como
padrdo. Perante a isso, as substancias apresentam semelhancas estruturais como a
presenca de anéis fenila com substituicbes doadoras de elétrons (-OMe) ou
receptoras de elétros (halogénios). Sendo assim compostos promissores e com
tendéncia de menor toxicidade. Estudos desenvolvidos por Keche et al (2019),
Rostom et al (2004) e Phuong et al (2004), apresentaram atividade de moderada a
fraca para C. albicans, enfatizando assim como os demais artigos que substituicoes
nas posi¢cdes meta e para no anel benzénico, auxiliam no efeito antimicrobiano.

Falagas e colaboradores (2010) em uma revisao sistematica constataram que
a Candida albicans mantém-se como agente principal de candidemia em regifes
geograficas especificas do globo como EUA, regides ao norte e central da Europa,
enquanto espécies ndo albicans eram predominantes na América do Sul, Asia e sul
Europeu (ALDARDEER et al., 2020; FALAGAS; ROUSSOS; VARDAKAS, 2010).
Apesar disso, as espécies de Candida ndo-albicans tem se manifestado mais
resistentes a azois e equinocandinas. (WHALEY et al.,, 2017; LEE et al.,, 2021,
MAUBON et al., 2014; PFALLER, 2012; VIEIRA; DO NASCIMENTO, 2017)
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As tioureias consistem em uma classe de substincias com diversas
atividades de interesse clinico e potencial terapéutico. Nessa classe é possivel
observar ligagbes de hidrogénio pelo &tomo de nitrogénio, uma interacdo habitual
entre os farmacos e os sitios de acdo importante para atividade biologica
(ARANTES, 2009; KECHE; KAMBLE, 2019). Dessa forma esta classe vem

demonstrando distintas atividades e se mostrou promissora para agao antifungica.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, foram identificados 2 derivados de tioureias contendo
nucleo piperazina com atividade antifingica identificada frente a C. albicans. Todas
a 14 estruturas testadas foram aprovadas na regra dos 5 de Lipinski, sugerindo uma
boa biodisponibilidade oral. Conforme o avaliado pelas regras das induastrias
farmacéuticas Lilly, GSK 4/400 e Pfizer 3/75 as substancias apresentaram um perfil
satisfatorio, levando em consideragdo o perfil ADMETox, druglikeness, drug-score,
propriedades fisico-quimica, a auséncia de PAINS nestes compostos.

De forma geral, as estruturas labTIF146 e labTIF164 se mostraram
promissoras, considerando o resultado qualitativo da atividade antifungica frente a
Candida albicans em disco difusdo em agar, o perfil farmacocinético e toxicoldgico
favoraveis de modo que se tornam boas candidatas a farmacos antifungicos. Como
perspectiva tém-se a realizacdo do teste de microdiluicdo em caldo, a fim de
quantificar o perfil de atividade das substancias, além da veiculacdo de substancias
que apresentarem boa atividade antifingica em formulacdes transdérmicas, o que
pode vir a gerar novos produtos farmacéuticos antifingicos com diferentes alvos e

formulacdes em relacédo aos atualmente disponiveis.
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