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RESUMO

Na busca de novos hits para o desenvolvimento de farmacos, o nucleo 8-
hidroxiquinolina merece destaque por permitir diversas modificagcdes estruturais
levando a formacédo de derivados bioativos. O objetivo deste trabalho é planejar,
sintetizar e caracterizar novos derivados da 8-hidroxiquinolina e avaliar a atividade
antifungica contra Candida sp. e fungos dermatofitos, além da atividade antibacteriana
contra Mycobacterium tuberculosis. Além disso, 0 mecanismo de ag&o antimicrobiana
dos derivados mais promissores € investigado. O presente trabalho contribui com
quatro Capitulos para a area de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos,
sendo dois Capitulos ja publicados na forma de artigos cientificos (um artigo de reviséo
e um experimental) e outros dois Capitulos referentes a artigos experimentais que
serao submetidos. Quatro rotas sintéticas, de duas a seis etapas, foram utilizadas para
a obtencao dos novos compostos. Para a sintese da série de derivados 8-metoxi ou
8-hidroxiquinolina-5-cloro-7-arilamina, foi necessario a prote¢cdo da posicdo 8 do
clioquinol, seguida da reagdo de Buchwald-Hartwig e, por fim, desprotecéo da posigéao
8. Para a sintese de sulfonamidas na posi¢ao 5, a 8-hidroxiquinolina sofreu reacao de
clorossulfonagao, seguida da substituicdo por amina apropriada. A estratégia de
hibridagdo molecular foi aplicada para o planejamento de sulfonilureias na posi¢cao 5 e
derivados 7-pirimidiniltriazolicos. O derivado contendo uma sulfonilureia na posicédo 5
foi preparado através de metilagdo da 8-hidroxiquinolina, clorossulfonacéo, reacao
com amina apropriada, hidrdlise, formagao de sulfonil isocianato e reagcdo com amina
apropriada. A sintese de um derivado 7-pirimidiniltriazélico iniciou com a protecao do
clioquinol, seguida da reagdo de Buchwald-Hartwig, seguida de substituicdo
nucleofilica aromatica para a formacdo do intermediario azido, seguida de click
chemistry e, por fim, desprotecao da posigao 8. Esse trabalho contribui para a area de
quimica organica, através da padronizagdo de duas metodologias de sintese para a
obtencdo de sulfonilureias derivadas de 8-hidroxiquinolina. Além disso, até onde
sabemos, a sintese de derivados de 8-hidroxiquinolina, utilizando a reacdo de
Buchwald-Hartwig, € inédita. Ao todo, 30 produtos finais foram sintetizados, purificados

e caracterizados, apresentando rendimentos globais variando de 5 a 81%.



RESUMO (concluséo)

Dentre os compostos sintetizados, 5h (derivado 7-pirimidinilamino) foi o mais ativo
contra células fungicas (CIM: 4 pg/mL), mas ndo apresentou atividade contra M.
tuberculosis na maior concentragdo testada. Este derivado apresentou baixa
citotoxicidade em leucdcitos e baixa irritabilidade em modelos ex vivo. Além disso, o
mecanismo de acdo antifungica de 5h pode estar relacionado a sua capacidade
quelante. Trés derivados 7-arilamino substituidos foram os mais promissores na
avaliagcao anti- M. tuberculosis (CIM: 10 pg/mL), além de serem identificados como
inibidores da enoil-(proteina transportadora de acil) redutase de M. tuberculosis
(MtinhA), com Clso na faixa micromolar baixa. Até onde sabemos, esse é o primeiro
estudo que reporta esse alvo molecular microbiano para 8-hidroxiquinolinas.
Sulfonamidas N-substituidas na posicao 5 contendo uma cadeia propilica também
apresentaram resultados interessantes contra M. tuberculosis, mas nao foram
inibidoras de MtInhA. Os resultados deste estudo confirmam que os derivados de 8-
hidroxiquinolina s&o potenciais novos hits para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos. Além disso, esse trabalho contribui para a identificagdo de um novo
alvo molecular para 8-hidroxiquinolinas antimicrobianas.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana; Candida sp.; dermatdfitos; 8-

hidroxiquinolina; Mycobacterium tuberculosis; MtinhA.



ABSTRACT

DESIGN, SYNTHESIS AND EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND
OF THE MECHANISM OF ACTION OF NEW 8-HYDROXYQUINOLINE
DERIVATIVES

In the search of novel hits for drug development, the 8-hydroxyquinoline core deserves
to be highlighted for allowing several structural changes leading to bioactive
derivatives. The purpose of this study is to design, synthesize and characterize 8-
hydroxyquinoline derivatives and to evaluate their antifungal activity against Candida
sp. and dermatophytes, in addition to antibacterial activity against Mycobacterium
tuberculosis. Furthermore, the mechanism of antimicrobial action of the most active
derivatives is investigated. This work contributes with four Chapters for the field of
development of novel antimicrobial agents, being two Chapters already published in
the form of scientific articles (one review article and one experimental article) and two
other Chapters referring to experimental articles that will be submitted. Four synthetic
routes, of two to six steps, were used to obtain the novel compounds. For the synthesis
of 8-methoxy or 8-hydroxyquinoline-5-choro-7-arilamine derivatives, it was necessary
to protect position 8 of the clioquinol, followed by Buchwald-Hartwig reaction and,
finally, deprotection of the 8-position. For the synthesis of 5-sulfonamides,
chlorosulfonation of the 8-hydroxyquinoline and substitution by an appropriate amine
were carried out. The molecular hybridization strategy was applied to design the 5-
sulfonylureia and 7-pyrimidinyltriazole compounds. The derivative containing a
sulfonylurea at position 5 was prepared by methylation of 8-hydroxyquinoline,
chlorosulfonation, reaction with an appropriate amine, hydrolysis, sulfonyl isocianate
formation, and reaction with appropriate amine. The synthesis of the 7-
pyrimidinyltriazole derivative started with protection of the 8-hydroxyl, followed by
Buchwald-Hartwig reaction, nucleophilic aromatic substitution (to obtain the azido
intermediate), click chemistry and, finally, deprotection of position 8. This work
contributes to the field of organic chemistry, through the development of two synthesis
methodologies for obtaining sulfonylureas derived from 8-hydroxyquinoline.
Furthermore, to the best of our knowledge, the synthesis of 8-hydroxyquinoline
derivatives using the Buchwald-Hartwig reaction is unprecedented. 30 final products
were synthesized, purified and characterized, with overall yields ranging from 5 to 81%.



ABSTRACT (conclusion)

Among all the synthesized compounds, 5h (a 7-pyrimidinylamino derivative) was the
most active against fungal cells (MIC: 4 pg/mL), but it showed no activity against M.
tuberculosis in the highest tested concentration. This derivative has presented low
cytotoxicity in leukocytes and low irritability in ex vivo models. Moreover, the
mechanism of antifungal action of 5h may be related to its chelating capacity. Three
substituted 7-arilamino derivatives were the most promising compounds in the anti-TB
evaluation (MIC: 10 pg/mL), in addition to being identified as Mycobacterium
tuberculosis enoyl-acyl carrier protein reductase (MtInhA) inhibitors, with ICso in the low
micromolar range. To the best of our knowledge, it is the first study that reports this
microbial molecular target for 8-hydroxyquinolines. Sulfonamides in position 5
substituted by a propyl chain also presented interesting results against M. tuberculosis,
without inhibitory activity against MtinhA. The results of this study confirm that the 8-
hydroxyquinoline derivatives are potential novel hits for the development of new
antimicrobials. Moreover, this work contributes for the identification of a new molecular

target for antimicrobial 8-hydroxyquinolines.

Keywords: antimicrobial activity; Candida sp.; dermatophytes; 8-hydroxyquinoline;

Mycobacterium tuberculosis; MtinhA.
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1. INTRODUGAO

Fungos patogénicos e oportunistas sdo uma importante causa de infec¢des que
variam quanto a incidéncia e a patologia. Nesse cenario, o género Candida sp.
destaca-se por compreender agentes etioldgicos de diferentes tipos de micoses
(cutaneas, mucocutaneas e sistémicas) (Santos et al., 2018). Além disso, € um grupo
de fungos frequentemente isolado na clinica e apresenta altas taxas de
morbimortalidade, quando associado a infecgbes invasivas (Santos et al., 2018; Poissy
et al., 2020). Outro importante grupo € o de fungos filamentosos dermatoéfitos, que
causam micoses cutaneas com elevada frequéncia na populagdo em geral, afetando
a qualidade de vida dos pacientes, sendo micoses de dificil tratamento (Khurana et al.,
2019).

Apesar do grande impacto na saude e qualidade de vida da populagédo, as
infecgdes fungicas vém sendo negligenciadas em relagdo a inovag¢des no diagndstico
e tratamento (Rodrigues e Albuquerque, 2018). Isso porque os recursos financeiros
direcionados ao combate as micoses sao, geralmente, inferiores aos recursos
destinados a outras infecgdes com indices de mortalidade semelhantes (Rodrigues e
Albuquerque, 2018). Além disso, vacinas para infecgbes fungicas ainda nao estéao
disponiveis, apesar dos avangos e esforcos de grupos de pesquisa (Oliveira et al.,
2021). Logo, pesquisas relacionadas a busca de novos farmacos antifungicos sao

necessarias e fundamentais.

Existem poucas classes de farmacos antifungicos disponiveis para a terapia,
sendo as equinocandinas a ultima classe descoberta e aprovada (em 2002),
considerada uma inovagao relacionada ao mecanismo de acao (Onishi et al., 2000;
fda.gov). Nos ultimos dez anos, alguns novos agentes antifungicos foram aprovados
pelo FDA. No entanto, esses farmacos apresentam o mecanismo de acao relacionado
ao mecanismo dos classicos azédlicos ou equinocandinas e, consequentemente,

limitagcbes semelhantes (fda.gov).

Outro microrganismo patogénico de grande importancia clinica € Mycobacterium
tuberculosis, responsavel pela maioria de casos de tuberculose no mundo (WHO,
2021). A tuberculose pulmonar € uma doencga infecciosa latente (assintomatica) ou

ativa (sintomatica) em que o individuo pode apresentar tosse persistente (com a



presenga ou ndo de sangue), perda de peso e febre (Cadena et al., 2017). Segundo a
Organizagao Mundial da Saude, o Brasil esta entre os 30 paises no mundo com maior

numero de casos de tuberculose (WHO, 2021).

O protocolo basico para o tratamento da tuberculose envolve farmacos
descobertos nas décadas de 1950 e 1960 (Chakraborty e Rhee, 2015; Cumming et al.,
2021), o que demonstra a grande importancia de maiores investimentos na busca de
novas alternativas terapéuticas. A necessidade do desenvolvimento de novos agentes
para o tratamento da tuberculose também reside nas limitagdes apresentadas pelas
terapias atualmente disponiveis, tais como efeitos adversos e longo tempo de

tratamento (Cumming et al., 2021).

Outra limitagdo apresentada na terapia antimicrobiana é a resisténcia aos
farmacos antimicrobianos, tanto para infec¢gdes fungicas, quanto para infecgbes
bacterianas, como a tuberculose (Fuentefria et al., 2018; Khawbung et al., 2021).
Embora essas infec¢des sejam causadas por microrganismos diferentes, apresentam
em comum o fato de serem infec¢des de dificil tratamento, o que pode levar a
desisténcia do paciente e consequentemente, a resisténcia adquirida do
microrganismo (Cumming et al., 2021). Além disso, existem microrganismos que sao
intrinsicamente resistentes a determinados farmacos antimicrobianos ou a
determinada classe de agentes antimicrobianos (Sanglard, 2016). Esse cenario
reforca a necessidade de uma maior atengcao a busca de novos farmacos para o
tratamento de infecgdes fungicas e da tuberculose. O estudo de alvos moleculares em
microrganismos também tem grande importancia por ampliar possibilidades no

processo de desenvolvimento de novos antimicrobianos.

O nucleo 8-hidroxiquinolina (8HQ) € uma alternativa interessante para o
desenvolvimento de novos farmacos e vem sendo estudado por nosso grupo de
pesquisa. Nessa tese, exploramos modificagdes estruturais nas posicdes 5 e 7 do
nucleo, a fim de encontrar novos hits para o desenvolvimento de antimicrobianos. O
clioquinol € um derivado da 8HQ com elevada atividade antifungica e que apresenta
um atomo de iodo na posigdo 7 do nucleo (Pippi et al., 2017). Isso ndo é usual em
moléculas bioativas, pois pode conferir toxicidade, além de elevada hidrofobicidade
(Joaquim et al., 2021b). Por isso, testamos a hipotese de que a substituicao do 7-iodo
por um grupo 7-arilamino substituido pode conferir maior variabilidade estrutural e

melhores propriedades para moléculas bioativas, visando atividade antifungica e

36



antimicobacteriana. Além disso, também ampliamos nossa quimioteca de 8-
hidroxiquinolina-5-sulfonamidas, a fim de avaliar a atividade antimicobacteriana. Os
derivados mais ativos contra M. tuberculosis foram também testados contra a enzima
enoil-(proteina transportadora de acil) redutase de M. tuberculosis (MtinhA), que é um
alvo molecular importante para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da
tuberculose (Banerjee et al. 1994). Por fim, também desenvolvemos um capitulo
voltado para a hibridagdo molecular entre o nucleo 8HQ e inibidores da
acetohidroxiacido sintase (AHAS), um alvo molecular ainda pouco explorado para o

desenvolvimento de novos agentes antifungicos (Pue e Guddat, 2014).
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2. ESTADO DA ARTE

2.1. Infecgoes fungicas e tuberculose
2.1.1. Infecgoes fungicas

As infecgdes fungicas sdo um grave problema de saude publica. E estimado que,
cerca de 1,5 milhdes de pessoas no mundo vao a 6bito anualmente por estas infecgdes
(Cornely et al., 2017) e, no Brasil, cerca de 3,8 milhdes de pessoas sofrem com essas
doencas (Giacomazzi et al., 2017). Fungos patogénicos podem causar micoses
superficiais, que se restringem ao estrato cérneo e pelos (Veasey et al., 2017), além
de micoses cutaneas que invadem o tecido queratinizado. Apesar de serem de baixa
gravidade, estas infec¢des afetam a qualidade de vida e autoestima dos pacientes,
além do tratamento ter um longo tempo de duragao, associado a um alto custo (Narang
et al.,, 2019). J& as micoses mucocutadneas afetam mucosas de alguns érgdos e
geralmente sao associadas a Candida sp. (Okada et al., 2016). As micoses
subcutaneas ocorrem, geralmente, em regides tropicais, e iniciam por uma lesao na
pele e consequente inoculagdo do agente infeccioso na camada subcutanea (La Hoz
e Baddley, 2012). As infecgdes fungicas sistémicas sdo causadas pela inalagao de
formas assexuadas de fungos dimoérficos e podem acometer tanto individuos
imunocompetentes quanto imunodeprimidos. Estas micoses sdo endémicas nas
Américas, Africa e sudeste da Asia, sendo muitas vezes consideradas doencgas
negligenciadas (Queiroz-Telles et al., 2017). Ja as micoses oportunistas sdo um grave
problema para pacientes imunodeprimidos (Poissy et al., 2020).

A pandemia da COVID-19 trouxe um novo cenario relacionado a infecgbes
fungicas. Esse tipo de coinfecgdo pode levar a complicagdes, aumento do tempo de
internagdo, bem como aumento do risco de morte (Silva et al., 2021a). Infecgbes
fungicas em pacientes hospitalizados acometidos pelo SARS-CoV-2 tém sido
reportadas em todo o mundo, destacando-se a candidiase invasiva, aspergilose
pulmonar invasiva, pneumonia por Pneumocystis jirovecii, mucormicose e
criptococose (Peman et al., 2020). Fatores de risco para essas coinfecg¢des incluem o
uso de dispositivos em procedimentos invasivos, doenca pulmonar prévia, uso de
corticosteroides por tempo prolongado, entre outros (Ezeokoli et al., 2021).

Candida spp. tém grande importancia médica, pois em todo o mundo, a

candidiase € a infecgdo fungica mais prevalente (Santos et al., 2018). Este agente



infeccioso € responsavel por causar tanto micoses cutaneas e de mucosas, até
micoses sistémicas e oportunistas. Trata-se de leveduras comensais que habitam a
microbiota de individuos saudaveis, mas que podem tornar-se oportunistas
dependendo do estado imunoldgico do individuo. Estes fungos possuem alta
capacidade de adaptagdo ao ambiente, o que o tornam potencialmente perigosos
(Santos et al., 2018). Sdo cinco as espécies de Candida sp. mais frequentemente
isoladas na clinica: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis e Candida krusei (Pappas et al., 2018). No cenario hospitalar, este género
€ responsavel por elevados indices de mortalidade. Em se tratando de infeccdes
invasivas, estima-se que a incidéncia de candidemia tem aumentado cerca de 50% ao
ano em todo mundo (Poissy et al., 2020). A espécie emergente Candida auris preocupa
a comunidade médica devido ao seu perfil de resisténcia a multiplos farmacos. Essa
levedura foi isolada pela primeira vez em 2009 no Japao, sendo atualmente registrada
em diferentes continentes (Du et al., 2020). C. auris teve seu primeiro registro de
isolamento no Brasil em 2020, em uma unidade hospitalar no estado da Bahia, em um
paciente acometido pelo SARS-CoV-2 (Almeida et al., 2021).

As candidiases mucocutaneas podem afetar as mucosas orais e dos tratos
genitais, urinarios, gastrointestinais e respiratorios. Um exemplo € a candidiase
vulvovaginal que acomete mulheres em idade fértil e pode apresentar complicagdes,
como o carater persistente por estar associada a fatores genéticos e outros fatores de
risco (Gongalves et al., 2016). Outro tipo de condigéo clinica associada a Candida sp.
sao as dermatomicoses. Apesar de, geralmente, ndo apresentarem grande risco a
saude, sdo as micoses mais frequentes em todo o mundo (Khurana et al., 2019).
Estima-se que essas infecgbes afetam mais de 25% da populagéo (Narang et al.,
2019). O tempo de tratamento destas infecgbes costuma ser longo, ja que sdo micoses
persistentes (Scorzoni et al. 2017, Narang et al. 2019).

As dermatomicoses também podem ser causadas pelo grupo de fungos
dermatdofitos, grupo que compde cerca de quarenta espécies, nem todas patogénicas
(Ferguson e Fuller, 2017). Os géneros Trichophyton sp. e Microsporum sp. Sdo 0s mais
frequentemente isolados na clinica, sendo Trichophyton rubrum a espécie mais
prevalente em humanos e Microsporum canis a espécie com maior importancia na
clinica veterinaria (Khurana et al.,, 2019). Por serem fungos filamentosos
queratinofilicos, causam infec¢des no corpo (tinea corporis, que geralmente ocorre nos

membros e no tronco), couro cabeludo (tinea capitis), unhas (tinea unguium, mais
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conhecida como onicomicose), além das variagdes nas maos, virilha e pés (Ferguson
e Fuller, 2017).

Existem diferentes métodos diagndsticos de infecgbes fungicas, que variam de
acordo com a suspeita clinica e a area afetada. O exame direto a fresco pode ser util
em casos de micoses como as de unhas, pelos ou cabelos, candidiase vulvovaginal,
por exemplo. E um método de baixo custo, rapido e de simples execugdo, permitindo
a visualizagdo de estruturas em analises microscopicas. A cultura permite o
crescimento do fungo em um meio rico em nutrientes (comumente o meio agar
Sabouraud dextrose), sendo util para a identificagdo macro e microscépica (Atzori et
al. 2015). Existem meios de cultura que permitem a identificagdo de C. albicans, C.
glabrata e C. tropicalis, inclusive (CHROMagar™ Candida) (Pfaller et al., 1996).
Métodos imunolégicos e moleculares podem ser utilizados quando a suspeita clinica
ocorrer concomitante a um resultado de cultura negativo (Perfect, 2013). Um
diagndstico rapido e preciso é fundamental, pois permite a escolha do tratamento
adequado.

O arsenal terapéutico disponivel para o tratamento de doengas fungicas é muito
limitado. As infecgdes causadas por Candida sp. sdo tratadas (na sua grande maioria)
pelos farmacos azdlicos, que inibem a enzima lanosterol-14-a-desmetilase, levando a
deplecéao de ergosterol de membrana plasmatica fungica, além do acumulo de esteréis
téxicos (Pfaller e Castanheira, 2016, Sagatova et al., 2015). O uso indiscriminado de
fluconazol (Figura 1), na auséncia de identificacdo da espécie no diagnostico, leva ao
aumento da resisténcia adquirida, considerando que a susceptibilidade a este farmaco
varia de acordo com a espécie de Candida sp. (Pfaller e Castanheira, 2016).
Anfotericina B (da classe dos antibiéticos poliénicos, Figura 1) € uma opg¢ao para o
tratamento de infecgbes sistémicas por Candida sp (Ben-Ami, 2018). No entanto, seu
mecanismo de agao leva a elevada toxicidade da classe. Os antifungicos poliénicos
agem ligando-se ao ergosterol da membrana fungica, criando poros e,
consequentemente, causando o extravasamento de ions, desestabilizando a célula.
Devido a semelhanga ao ergosterol da membrana plasmatica fungica, o colesterol
presente nas células dos tubulos renais acaba também sendo alvo da anfotericina B,
levando a nefrotoxicidade dos pacientes (Palacios et al., 2011).

Outra classe de farmacos utilizada no tratamento de infecgdes por Candida sp. é
a de equinocandinas, que séo glicopeptideos semissintéticos altamente potentes,

utilizados no ambiente hospitalar (via parenteral) em infec¢des invasivas (Pfaller e
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Castanheira, 2016; Emri et al., 2013). A classe apresenta um espectro de agao
antifangica restrito, porém pode ser utilizada contra isolados de Candida sp.
resistentes aos azolicos (Emri et al., 2013). A grande vantagem desta classe, em
relagdo a outros antifungicos, é o alvo: as equinocandinas inibem o complexo
enzimatico (1-3)B-D-glicana sintase prejudicando a sintese da parede celular fungica.
Ja que é ausente em células eucarioticas humanas, o alvo torna a classe seletiva,
gerando poucos efeitos adversos. No entanto, o custo € a grande desvantagem das
equinocandinas, ja que sao estruturas altamente complexas (a Figura 1 traz o exemplo
da anidulafungina) (Emri et al., 2013). Além disso, a resisténcia de Candida sp. a esta

classe ja é reportada (Pfaller e Castanheira, 2016).
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Figura 1. Exemplos de farmacos utilizados no tratamento de infecgées causadas por

Candida sp.

As dermatofitoses sdo tratadas, geralmente, pela via oral e tépica. Os
antifungicos azélicos sdo uma opgao para o tratamento desse tipo de infecgao e sao
administrados pela via oral ou tépica, dependendo do farmaco. Um exemplo de
antifungico azdlico utilizado para o tratamento de dermatofitoses € o miconazol,
administrado pela via topica (Figura 2). Outros farmacos utilizados para o tratamento

dessas infecgdes e que, assim como os azélicos, atuam na rota biossintética do
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ergosterol, sdo a terbinafina e a amorolfina. A terbinafina inibe a enzima escaleno
epoxidase, enzima inicial na rota biossintética do ergosterol. J& a amorolfina prejudica
a sintese de ergosterol pela inibicdo de duas enzimas: a C-14-esterol redutase e a C-
8-esterol isomerase (Khurana et al., 2019). Outras op¢des terapéuticas séo ciclopirox
e griseofulvina. Ciclopirox € um agente antifungico utilizado pela via topica e tem seu
mecanismo de agao associado a quelagao de ions metalicos trivalentes e consequente
inibicdo de enzimas dependentes de metais (como peroxidase e catalase).
Griseofulvina foi o primeiro agente antidermatofitico de uso sistémico e age através da
inibicdo da agregacéo de microtubulos (Poojary, 2017). Uma limitagdo do tratamento
antidermatofitico € o longo tempo de duragao, que aumenta as chances de desisténcia
por parte do paciente. Além disso, a resisténcia antimicrobiana tem sido relatada para

muitos destes farmacos (Khurana et al., 2019).
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Figura 2. Exemplos de farmacos utilizados no tratamento de dermatofitoses.

Desde 2012, somente quatro novos agentes antifungicos foram aprovados pelo
FDA (Figura 3) (fda.gov), sendo trés azdlicos e o ibrexafungerp. O luliconazol foi
aprovado em 2013 para o tratamento de dermatofitoses, sendo utilizado em
formulagdes topicas. A principal vantagem deste farmaco é a elevada atividade contra
fungos filamentosos, especialmente dermatéfitos (valores de CIM na faixa nanomolar)
(Scher et al. 2014). No ano seguinte, um novo farmaco para o tratamento de
onicomicoses foi aprovado (o efinaconazol). Esse farmaco apresenta como vantagem
a elevada penetracdo na unha, possivelmente ocasionada por sua baixa afinidade pela

queratina (Lipner e Scher, 2015). O sulfato de isavuconazénio foi aprovado pelo FDA



em 2015 e pela ANVISA em 2019, para o tratamento da aspergilose e mucormucose,
infeccbes de alta gravidade. Apresenta boa disponibilidade pela via oral e também
pode ser administrado pela via intravenosa (ANVISA, 2021; Miceli e Kauffman, 2015;
fda.gov). O ibrexafungerp foi aprovado pelo FDA mais recentemente (em 2021) para o
tratamento de candidiase vulvovaginal. Seu mecanismo de acao € semelhante ao das
equinocandinas: inibicdo da (1-3)p-D-glicana sintase com prejuizo a parede celular
fungica (Sobel et al., 2022; fda.gov). Apesar das vantagens apresentadas por esses
novos agentes antifungicos, eles atuam contra alvos ja explorados. Logo, limitagbes
relacionadas a resisténcia e a efeitos adversos podem ser semelhantes. Além disso,
esses novos antifungicos apresentam um ou mais centros assimétricos na sua
estrutura, o que pode tornar os processos de sintese e/ou purificagao, processos de

elevado custo (Nguyen et al., 2006).
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Figura 3. Farmacos antifiingicos aprovados pelo FDA nos ultimos dez anos.

2.1.2. Tuberculose

Em relacdo a infec¢des bacterianas, a tuberculose merece destaque. Registros
historicos reportam que essa doenga data de milhares de anos. No entanto, somente
em 1882 o bacilo de Koch foi isolado e investigado pelo cientista Robert Koch (Barberis
etal., 2017). Considerada uma das principais doengas infecciosas letais, a tuberculose
€ causada por bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis: Mycobacterium

tuberculosis (espécie de maior prevaléncia), Mycobacterium bovis, Mycobacterium
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africanum, Mycobacterium canetti, Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedi e
Mycobacterium caprae I(Glaziou et al., 2018; Kanabalan et al., 2021). O bacilo de Koch
€ aerobio e apresenta caracteristicas que o difere de outras bactérias (como as Gram-
positivas e Gram-negativas), como uma parede celular contendo, além de
peptidoglicano, lipideos (acidos micélicos) e polissacarideos (arabinogalactano), além
de ser alcool-acido resistente. Essas caracteristicas celulares sao o principal motivo
da baixa efetividade de muitos farmacos antimicrobianos contra a tuberculose, ja que
a parede celular do bacilo confere baixa permeabilidade (Brasil, 2019).

Estimativas recentes da Organizacdo Mundial da Saude sao de que, a cada ano,
cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo sdo acometidas por esta infecgao (WHO,
2021). No Brasil, a faixa de incidéncia estimada é de 33,2 a 39,0 a cada 100 mil
habitantes, sendo a regido norte do pais a de maior incidéncia, e a regido nordeste a
de maior mortalidade (Cortez et al., 2021). Um estudo recente reporta que foram
notificados 716.971 casos de tuberculose no Brasil em um periodo de dez anos,
estando relacionados a casos novos, recidiva, retomada de tratamento apés abandono
ou outros casos. O mesmo estudo reporta que a taxa de mortalidade associada a
casos de tuberculose no pais chegou a 2,2 ébitos a cada 100 mil habitantes no ano de
2015 (Cortez et al., 2021).

Atuberculose € transmitida por via aérea, através de bacilos expelidos por tosse,
fala ou espirros. Acomete principalmente os pulmdes, sendo chamada de tuberculose
pulmonar (Ramirez-Lapausa et al., 2015). A tuberculose pulmonar ativa caracteriza-se
por tosse persistente, com a presenca ou auséncia de sangue, além de febre,
sudorese noturna e perda de peso. Em geral, o sintoma mais expressivo da
tuberculose pulmonar € a tosse persistente (produtiva ou seca), o que leva o paciente
as unidades de saude. Segundo o Ministério da Saude, apenas uma pequena parcela
de pessoas infectadas desenvolve sintomas (cerca de 10%) que podem aparecer logo
apo6s a infecgdo ou ao longo da vida (Brasil, 2019). No entanto, a maioria dos casos
de tuberculose é assintomatica, chamada de tuberculose latente, que pode evoluir
para a forma ativa ou ndo (Cadena et al., 2017). As formas extrapulmonares de
tuberculose ocorrem em cerca de 25% dos casos (Ramirez-Lapausa et al., 2015),
resumindo-se em tuberculose Ossea, pleural, empiema pleural tuberculoso,
tuberculose ganglionar periférica, meningoencefalica, pericardica e tuberculoma
(Brasil, 2019).
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A relacado entre infecgdes simultadneas por tuberculose e SARS-CoV-2 ainda é
pouco estudada. No entanto, o estudo de Kumar et al. (2020) destaca a dificuldade na
identificacdo de pacientes com essa coinfecg¢ao, pois os sintomas sao semelhantes.
Além disso, o tratamento por imunomoduladores em pacientes acometidos pelo
SARS-CoV-2 moderado ou grave pode ativar a tuberculose latente (Kumar et al.,
2020). Ja o trabalho de Chen et al. (2020) sugere que pacientes com tuberculose e
infectados com o0 SARS-CoV-2 estdo mais propensos a apresentarem a forma grave
da doenca viral. No entanto, o estudo admite a necessidade de confirmagao em etapas
posteriores (Chen et al., 2020).

Geralmente o diagnéstico da tuberculose pulmonar ativa é realizado por meio da
coleta de escarro e exame direto (baciloscopia), com a identificacdo do bacilo alcool-
acido resistente pelo método de Ziehl-Nielsen. Outras amostras podem ser coletadas
para exame direto no caso de tuberculose extrapulmonar (Glaziou et al., 2018, Brasil,
2019). O diagnostico por exame direto € uma técnica de baixo custo, o que € uma
grande vantagem. No entanto, apresenta baixa sensibilidade ja que sao necessarios
mais de 10.000 bacilos/mL para a detecgdo de um resultado positivo (Datta et al.,
2017). Com uma maior sensibilidade, a cultura de M. tuberculosis também pode ser
utilizada como método diagndstico, além da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Independentemente da técnica utilizada para o diagnéstico, a
qualidade de amostra coletada é importante para a sensibilidade, sendo interessante
a coleta de mais de uma amostra por paciente (Datta et al., 2017). As formas
extrapulmonares de tuberculose podem ser confundidas com outras doencas, como
neoplasias, artrite reumatoide, toxoplasmose, além de infec¢des por fungos, bactérias
ou outras micobactérias, sendo importante o diagnéstico diferencial com a pesquisa
bacteriologica (Brasil, 2019).

Em relagéo a prevencao e tratamento, a tuberculose vem ganhando atencao
desde o inicio da década de 1920 com o advento da vacina Bacille Calmette-Guerin
(BCG), uma vacina atenuada derivada de M. bovis. ABCG ¢é a unica vacina disponivel
para a prevencgao da doenga em criangas, tendo sua eficacia reduzida com o passar
dos anos (Fatima et al., 2020). O inicio da terapia da tuberculose data da década de
1940, sendo a estreptomicina um farmaco pioneiro. Esse farmaco, da classe dos
antibioticos aminoglicosideos, tem seu mecanismo de acéo relacionado a inibigao da
sintese de proteinas bacterianas pela ligagao a subunidade 30S ribossdmica (Islam et

al., 2017). Apesar da elevada atividade contra M. tuberculosis, estreptomicina
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apresentou rapidamente casos de resisténcia. O tratamento combinado desse farmaco
com o acido p-amino salicilico foi realizado, reduzindo assim os casos de resisténcia
microbiana. Posteriormente, a isoniazida foi introduzida no regime terapéutico, em
combinagao com estreptomicina e acido p-amino salicilico (Mitchison e Davies, 2012).
Na década de 1950 foi introduzida a pirazinamida com a finalidade de reduzir casos
de resisténcia microbiana. Na década seguinte, o tratamento da tuberculose também
contava com os farmacos rifampicina e etambutol (Mitchison e Davies, 2012). No
Brasil, a introdugéo de etambutol no protocolo basico da tuberculose ocorreu somente
em 2009, e a partir dai ocorreram ligeiras redugdes da taxa de mortalidade pela doenca
(0,3% de reducéo entre 2009 e 2015) (Cortez et al., 2021).

Atualmente, no Brasil o protocolo basico de tratamento da tuberculose € dividido
em duas fases que utilizam os chamados farmacos de primeira linha. A fase intensiva
envolve um esquema terapéutico com duragcao de dois meses, e conta com quatro
farmacos: rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol (Figura 4). A fase de
manutengao envolve, em média, quatro meses de uso combinado de rifampicina e
isoniazida (Brasil, 2019). Isoniazida e etambutol agem a nivel de parede celular, por
inibirem a sintese e o transporte de acidos micdlicos, respectivamente. Ja a rifampicina
liga-se a uma subunidade da RNA polimerase bacteriana impedindo a transcri¢ao e,
consequentemente, prejudicando a sintese proteica (Mitchison e Davies, 2012). A
pirazinamida tem seu mecanismo de agao ainda em estudo. No entanto, sugere-se
que este pro-farmaco seja ativado a acido pirazinoico, que altera o potencial da

membrana celular e consequentemente leva a morte do bacilo (Njire et al., 2016).

Grupo 1 - Farmacos de 12 linha
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Figura 4. Farmacos utilizados no protocolo basico do tratamento da tuberculose

no Brasil (farmacos de primeira linha).
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O longo tempo de terapia envolve um alto custo para o sistema de saude, além
de aumentar as chances de desisténcia do tratamento por parte do paciente. Outro
problema emergente é a resisténcia bacteriana. Estima-se que, entre os anos 2009 e
2016 houve um aumento anual de 20% dos pacientes que apresentam M. tuberculosis
multirresistente (MDR-TB, definido como cepa resistente a, ao menos isoniazida e
rifampicina) (Lange et al., 2018). A resisténcia a antimicrobianos também ocorre nos
casos de XDR-TB, definida como tuberculose extensivamente resistente. Nesse caso,
0 paciente apresenta cepa resistente a rifampicina, a isoniazida, a uma fluorquinolona
e aos injetaveis de segunda linha (Brasil, 2019). Nos casos de tuberculose multi ou
extensivamente resistente, o tratamento costuma contar com um maior numero de
farmacos (Figura 5) (podendo variar de acordo com o perfil de resisténcia), além de

ser mais longo (no minimo doze meses) e menos eficaz (Brasil, 2019).
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Figura 5. Farmacos de segunda linha utilizados no tratamento da tuberculose
(adaptado de Brasil, 2019).

Desde 2012, somente dois novos farmacos foram aprovados pelo FDA para o
tratamento da tuberculose multirresistente (Figura 6), sendo eles a bedaquilina

(aprovada em 2012) e a pretomanida (aprovada em 2019) (fda.gov). A bedaquilina atua
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contra um alvo pouco explorado, tendo como mecanismo de agao a inibigao da bomba
de protons da ATP sintase, levando a um prejuizo na sintese de ATP. Esse farmaco
apresenta um nucleo quinolinico em sua estrutura, além de dois centros quirais. A
estereoquimica €& importante para a atividade da bedaquilina, visto que o
estereoisébmero (R,S) € o mais ativo, com valores de CIM de 4 a 70 ng/mL, enquanto
o estereoisdmero (S,R) é o menos ativo, com valores de CIM de 0,35 a 8,8 pg/mL
(Chakraborty e Rhee, 2015). Esse farmaco apresenta como vantagens uma possivel
reducdo de tempo de tratamento, além da elevada atividade anti- M. tuberculosis
(MICs0: 0,03 pg/mL). No entanto, uma desvantagem é a sua metabolizagdo por
enzimas do citocromo P450, o que aumenta o risco de interagdes medicamentosas
(Matteelli et al. 2010). A pretomanida € um pro-farmaco e tem seu mecanismo de agao
ainda em estudo. Sugere-se que a pretomanida atue na parede celular, pela inibigao
da biossintese de acidos micdlicos, além de liberar oxido nitrico e prejudicar a
homeostase de ATP (Manjunatha et al., 2009).

F3C/O
© N
T I
0 N

Pretomanida

Bedaquilina

Figura 6. Farmacos anti- M. tuberculosis aprovados pelo FDA nos

ultimos dez anos. Destaque para o nuicleo quinolinico da bedaquilina.

Considerando as limitagdes dos farmacos antifungicos e para o tratamento da
tuberculose ja discutidas, € essencial a busca por novas alternativas terapéuticas, bem
como o estudo de novos alvos moleculares. Além disso, sdo poucos 0s novos
medicamentos sendo introduzidos no mercado, o que amplia ainda mais essa
necessidade.
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2.2. O nucleo 8-hidroxiquinolina

Uma alternativa interessante que vem sendo explorada por nosso grupo de

pesquisa € o nucleo da 8-hidroxiquinolina (8HQ) (Tabela 1). Muitos estudos ja

demonstraram que este nucleo apresenta diversas atividades biologicas (Kos et al.,

2019, Rbaa et al., 2019; Pippi et al., 2017), especialmente atividade antimicrobiana, o

que é amplamente discutido no Capitulo | desse trabalho. Apesar da interessante

atividade antimicrobiana do nucleo, o conhecimento de alvos moleculares microbianos

ainda é limitado, sendo um campo a ser explorado.

A Tabela 1 ilustra os estudos do nosso grupo de pesquisa, envolvendo o nucleo

8-hidroxiquinolina, publicados até o presente momento. Alguns desses estudos serao

abordados a seguir com maior profundidade.

Tabela 1. Estudos do nosso grupo de pesquisa envolvendo o nticleo 8-hidroxiquinolina

até o presente.

Molécula ou série

Investigagao

Referéncia

8-Hidroxiquinolina

Artigo de perspectival revisao sobre

relagdo estrutura-atividade e alvos

Joaquim et al. (2021a)

OH 1 . .
Ne moleculares microbianos de
7 =
@j derivados do nucleo 8HQ.
6 & 3
5 4
Clioquinol Atividade antifungica, irritabilidade Pippi et al. (2017)
OH em modelos ex vivo.
| N
= Atividade contra biofimes de Pippietal. (2018)
>
Candida sp. em dispositivos
Cl

intrauterinos.
Mecanismo de agao antifungica.
Atividade antifungica e toxicidade

em modelos alternativos in vivo.

Sinergismo com agentes
antifungicos contra fungos
dermatdfitos.

Sinergismo com agentes

antifungicos contra biofimes de

Fusarium sp.

Pippi et al. (2019a)
Pippi et al. (2019b)

Costa et al. (2020)

Chaves et al. (2020)
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Acidos sulfénicos

OH
R N\
=
O%7oH
R=Houl

Atividade antifingica, irritabilidade
em modelos ex vivo.

Mecanismo de acdo antifungica.
Avaliacao da atividade antifingica e
toxicidade em modelos alternativos

in vivo.

Pippi et al. (2017)

Pippi et al. (2019a)
Pippi et al. (2019b)

OH

R = Fenil substituido,
pirimidinil ou alquil.

Sintese da série de seis derivados e
avaliagao da atividade antifungica e
antibacteriana.

Avaliagdo da atividade anti-

Trichomonas vaginalis.

Joaquim et al. (2019)

Rigo et al. (2022)

PH 151 e PH 153
OH

0=~
JNH

R

R=Cl: PH 151
R=0CH; PH 153

Avaliagao de citotoxicidade,
irritabilidade e modelagem PK/PD.
Investigacao preliminar do
mecanismo de acao antifungica.
Avaliagao da atividade antifingica e
toxicidade em modelos alternativos

in vivo.

Joaquim et al. (2019)

Pippi et al. (2020)

Pippi et al. (2021)

PH 151
OH

0P Ni

¢

Cl

Producao e avaliacdo da atividade
antifungica de nanoformulagcéo
contendo o derivado.

Avaliacdo da atividade contra
biofimes de Candida sp. em
dispositivos hospitalares de
hemodialise.

Avaliagao da atividade antifungica in
vitro e in vivo contra o fungo de

videira llyonectria liriodendri.

Pippi et al. (2020)

Rocha et al. (2021)

Souza et al. (2021)
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PH 157

OH Avaliacao da atividade e da Reginatto et al. (2021)
s formulagcdo contendo o derivado
O:?\NH/ contra biofilmes de Candida sp.
o}
cl
cl
PH 152 Avaliacdo da atividade anti- Rigo et al. (2022)
OH Trichomonas vaginalis, toxicidade in
NS vitro e em modelo alternativo in vivo,
7 sinergismo com ions metalicos,
O:(’)’J\‘i investigacao preliminar do
mecanismo de acgao.
Triazois Sintese da série de cinco derivados Silva et al. (2021b)
OH e avaliacao da atividade antifungica.
"s Avaliagdo de citotoxicidade e
! 7 mecanismo de acédo dos derivados
NNl mais ativos.
R

R = H, fenil, fenil substituido,
CH>0OH ou ciclohex-1-en-1-il.

Derivados 7-arilamina Sintese da série de vinte e um Joaquim et al. (2021b)

derivados e avaliacdo da atividade

Ry
y O
XN N antifungica. Avaliagao da
R
=X = citotoxicidade e irritabilidade dos
Rs

derivados mais ativos, investigagcéo

==

X=CHouN

R = Doadores ou
retiradores de elétrons
Rs;=HouCl

RB =Hou CH3

preliminar do mecanismo de agao.

Atividade antibacteriana, Joaquim et al. (2022)

R
o 8
R, N citotoxicidade e sinergismo contra
=z isolados de Staphylococcus aureus.
Rs

R5 = N02 ou ClI
Rz = H ou metoxifenilamino
RS =Hou CH3
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Recentemente nosso grupo identificou derivados de 8HQ como prototipos
promissores para o desenvolvimento de novos agentes antifungicos. O acido 8-hidroxi-
5-quinolinilsulfénico, o acido 7-iodo-8-hidroxi-5-quinolinilsulfénico e o derivado 5-cloro-
7-iodo-8-hidroxiquinolina, também conhecido como clioquinol (Tabela 1), foram
avaliados contra isolados de Candida sp. e dermatofitos, apresentando concentracoes
inibitérias minimas (CIM) interessantes (entre 1 e 1024 pg/mL) (Pippi et al., 2017). O
clioquinol foi o derivado mais ativo, com valores de CIM variando de 0,031 a 2 pg/mL.
(Pippi et al., 2017). Este derivado ja foi um farmaco utilizado por via oral para o
tratamento e prevencédo da amebiase intestinal (Mao e Schimmer, 2008). Devido a
toxicidade do clioquinol, as suas formas farmacéuticas orais foram retiradas do
mercado (Nakae et al., 1973). No entanto, muitos grupos de pesquisa estdo buscando
0 reposicionamento do clioquinol, ja que outras atividades biolégicas para esta
molécula estdo sendo descobertas, e sua toxicidade vem sendo estudada (Arbiser et
al., 1998; Helmuth, 2000; Ritchie et al., 2003; Nguyen et al., 2005).

Nosso grupo de pesquisa investigou também a atividade antifungica de nove
derivados do clioquinol apresentando substituicbes na posigéo 7 (Figura 7). Apesar da
interessante atividade identificada (CIM de 2 a 64 ug/mL), apenas cinco substituintes
no grupo 7-arilamino foram explorados (Joaquim, 2018). Além disso, investigagcdes
biolégicas mais aprofundadas n&o foram realizadas e sdo fundamentais, a fim de
estudar aspectos como toxicidade, mecanismo de acao e farmacodinamica. Isso sera
abordado com maior profundidade no Capitulo Il deste trabalho, que trata da sintese

e avaliagao biologica de derivados do clioquinol.

R7 = /@/ /@/
Rg<
@ Cl
R7 Ny Rg=HouCH;  Rg=HouCH, " H ch
g= H ou 3

AN

(@] —~
Rg= CHs Rg=H ou CHj
o

Figura 7. Estrutura dos derivados do clioquinol avaliados contra

fungos patogénicos (Joaquim, 2018).
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Dando continuidade ao trabalho de Pippi et al. (2017), nosso grupo sintetizou
derivados 8-hidroxiquinolina-5-sulfonamidas (Figura 8) que apresentaram atividade
antifungica. Os valores de CIM foram relevantes: de 3 a 240,6 yM (Joaquim et al.,
2019). Dois destes derivados 8-hidroxiquinolina-5-sulfonamidas (os derivados 4-Cl-
fenila e 4-OCHs-fenila substituidos) foram mais promissores e estdo sendo estudados
por grupos parceiros, ja que apresentaram baixa citotoxicidade e irritabilidade
(Joaquim et al., 2019).

R2= s V.V “As

O~/7~NH Cl o) CN

Figura 8. Estrutura das 8-hidroxiquinolina-5-sulfonamidas

previamente sintetizadas (Joaquim et al., 2019).

Os derivados 8-hidroxiquinolina-5-sulfonamidas também apresentam atividade
antibacteriana, especialmente contra cocos Gram-positivos, com valores de CIM entre
12,0 e 240,6 uM (Joaquim et al., 2019). Com base nestes resultados promissores,
continuamos otimistas quanto ao desenvolvimento de novos derivados desta classe
como possiveis candidatos a farmacos para o tratamento de infec¢des fungicas e
bacterianas.

Além da atividade antifungica reportada por Pippi et al., (2017), o clioquinol
também apresentou atividade contra M. tuberculosis, com valor CIM igual a 10 pg/mL
no estudo de Olaleye et al (2011). Neste contexto torna-se interessante a avaliagao
antimicobacteriana de novos derivados do clioquinol e 8HQ na busca de novas opgoes
terapéuticas para o tratamento da tuberculose, o que é abordado no Capitulo lll desse

trabalho.

2.3. Alvos moleculares microbianos de interesse

A busca por novos candidatos a farmacos direcionados a alvos moleculares
microbianos também € de grande interesse para nosso grupo de pesquisa, pois
conhecer o mecanismo de agao de uma classe pode auxiliar o planejamento racional

de farmacos. Por isso, essa subsecao aborda dois alvos moleculares interessantes
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para o desenvolvimento de novos agentes para o tratamento da tuberculose e de

infeccdes fungicas.

2.3.1. Enoil-(proteina transportadora de acil) redutase de M. tuberculosis
(MtinhA)

A parede celular de micobactérias tem ganhado atengdo na busca de novos
farmacos para o tratamento da tuberculose, ja que essa estrutura esta relacionada a
protecdo celular, a baixa permeabilidade de farmacos e a viruléncia do microrganismo
(Bhatt et al., 2007). Dentre os componentes da parede celular, destacam-se os acidos
micolicos, que sao acidos graxos de cadeia longa. Estudos sugerem que a sintese de
acidos micolicos ocorre no citoplasma da célula bacteriana e que uma proteina
transportadora esteja envolvida no envio destes componentes até a parede celular
(Grzegorzewicz et al., 2012, Varela et al., 2012). A biossintese desses acidos micolicos
inicia com a participacao de enzimas do complexo acidos graxos sintase | (FAS 1), que
€ responsavel pela sintese de novo de acidos graxos. A elongacao de acidos micolicos
ocorre por meio da atuagédo de enzimas do complexo acidos graxos sintase Il (FAS II)
(Hollas et al., 2015). Em humanos, apenas o complexo FAS | é necessario para a
biossintese de acidos graxos, enquanto que as micobactérias dependem de FAS | e
FAS Il (Joshi et al., 2014). Logo, pesquisas envolvendo o complexo FAS Il podem ser
uteis para a descoberta de novos farmacos mais seletivos para microrganismos.

A enoil-(proteina transportadora de acil) redutase (InhA, EC 1.3.1.9) pertence ao
FAS Il e participa da etapa final de elongacao de acidos graxos. Essa enzima catalisa
a reacgao de reducao de um trans-enoil ligado a proteina transportadora de acil (ACP)
(Figura 9), sendo essa reacdo dependente do cofator nicotinamida-adenina
dinucleotideo (NADH) (Prasad et al., 2021).

H O

o)
RMS_ACP + NADH + H* R/\)J\S_ACP + NAD*

H

Acil-ACP
Trans-enoil-ACP

Figura 9. Representagao simplificada da reagao catalisada pela InhA (adaptado
de Prasad et al., 2021).
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A enoil-(proteina transportadora de acil) redutase de M. tuberculosis (MtinhA,
Figura 10) é estudada desde a década de 1950, ja que é o alvo molecular da
isoniazida, um pré farmaco de primeira linha utilizado no tratamento da tuberculose
(Banerjee et al. 1994). E uma enzima constituida de um tetrdmetro, com uma regi&o
de ligacdo ao NADH, um sitio ativo e uma regido hidrofébica. A regido hidrofobica € o
sitio de ligacado ao substrato e a inibidores. Esse bolso hidrofobico esta relacionado a
residuos de aminoacidos como Tyr, Phe, Met, Trp, Leu, Met e Pro. Sugere-se que os
residuos de aminoacidos do sitio de ligagdo ao substrato interagem com inibidores por
meio de interagbes hidrofdbicas, com excecdo de Tyr, que realiza ligagdes de
hidrogénio (Prasad et al., 2021).

%5\“/5‘5\\
v

Figura 10. Estrutura tridimensional (monémero) da InhA de M. tuberculosis (A) (PBD
ID: 2NV6); aproximagao do aduto de isoniazida-NAD com residuos de aminoacidos (B).
Imagem gentilmente cedida por Isadora Serraglio Fortes. Estruturas geradas pelo
software BIOVIA, Dassault Systémes. Discovery Studio Modeling Environment. Versao
2020. San Diego: 2019.

Inibidores de MtIinhA sao classificados como diretos (ndo necessitam de ativagdo) e
indiretos (necessitam de ativagao). Diversas classes ja foram reportadas como sendo
inibidores diretos de MtinhA, tais como tiadiazois, difenil éteres, carboxamidas,
acetamidas, pirrois, triazois, entre outros (Prasad et al., 2021). A isoniazida classifica-
se como um inibidor indireto, pois sofre oxidacdo e ativacdo por uma catalase-
peroxidase (Kat G) e, a seguir, liga-se ao NAD* formando um aduto (Figura 11) (Jena
et al., 2014; de Avila et al., 2020). Um dos mecanismos de resisténcia a isoniazida,
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adquirido por M. tuberculosis, esta relacionado a mutagdes no gene que codifica Kat
G, prejudicando a ativagao do pré farmaco (Islam et al., 2017). Logo, pesquisas
sugerem que a descoberta de inibidores diretos de MfInhA é interessante para o

desenvolvimento de farmacos direcionados a cepas resistentes (Hollas et al., 2015).

Isoniazida
o) H 0 -
—
\NHZ X NAD* N /N HQt OH HO, 4
“ R
H,oN
N Kat G N E 2 MN&O e Rale) \CSN
» _ N=/ 0 SPTTPTUNN 0
N o N 6 ©
Ativagao do Ligcao ao
pré farmaco NAD*

Figura 11. Ativacao da isoniazida e formagao do aduto (adaptado de Hoagland et al., 2016).

Dada a importancia da MtinhA para o desenvolvimento de farmacos
antimicrobianos, nosso grupo de pesquisa tem interesse em desenvolver novos
prototipos de inibidores desse alvo molecular, o que também sera abordado no

Capitulo lll desse trabalho.

2.3.2. Acetohidroxiacido sintase (AHAS) fungica

A acetohidroxiacido sintase (AHAS, EC 2.2.1.6), também conhecida como
acetolactato sintase (ALS), € a enzima responsavel pela primeira etapa da via
biossintética dos aminoacidos de cadeia ramificada, aminoacidos essenciais para a
sintese de proteinas em microrganismos e plantas (Lee et al., 2013). Inicialmente, a
AHAS catalisa uma etapa de descarboxilacdo do piruvato. A seguir, ela participa da
condensagao do intermediario descarboxilado com outra molécula de piruvato
(levando a formacdo de 2-acetolactato) ou com uma molécula de 2-cetobutirato
(levando a formagao de 2-ceto-2-hidroxibutirato). Apds subsequentes etapas
sintéticas, ocorre a formagao de leucina, isoleucina e valina (Figura 12) (Duggleby et
al., 2008; Pue e Guddat, 2014). Em leveduras, essa via biossintética ocorre na
mitocdndria, onde estdo localizadas a AHAS e as outras enzimas necessarias (Ryan
e Kohlhaw, 1974).

A AHAS de Saccharomyces cerevisiae, modelo da enzima fungica mais
estudado, até onde sabemos, é um dimero, em que cada unidade é composta por um

sitio ativo e um sitio regulatério (Figura 13). Além disso, ela possui trés cofatores:
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tiamina difosfato (ThDP), Mg?* e flavina-adenina dinucleotideo (FAD). O cofator ThDP
tem papel fundamental para a catalise enzimatica, sendo o seu ancoramento realizado
com o auxilio do ion Mg?*. Ja o cofator FAD nao parece ter sua fungao bem esclarecida
para a atividade catalitica da AHAS (Duggleby et al., 2008).

0O

S)
A 2 coo 3 etapas
COO0 -
OH
2-cetobutirato

i S) AHAS ? / 2-ceto-2-hidroxibutirato Isoleucina
)J\coo Y ) AHAS

Piruvato CO, \ 0
o} S)
)]\ S) )J\‘/COO 3 etapas
COOo —_—

Piruvato OH
2-acetolactato
6@
(éo
S

@ S
HsN___COO

x

Valina

@
HsN___COO

3
\g/l_eucina

Figura 12. Sintese dos aminoacidos de cadeia ramificada simplificada.
Adaptado de Duggleby et al. (2008) e Pue e Guddat (2014).

GLY116

£ LB s & S iersez
()
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A195

§’ALA200 379

Figura 13. Estrutura tridimensional da AHAS de S. cerevisease (A) (PBD ID: 1NOH);

énfase para a interagao do inibidor clorimuron etil com os residuos de aminoacidos
do alvo molecular (B). Imagem gentilmente cedida por Isadora Serraglio Fortes.
Estruturas geradas pelo software BIOVIA, Dassault Systémes. Discovery Studio

Modeling Environment. Versao 2020. San Diego: 2019.
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Recentemente a AHAS tem ganhado atengdo como um alvo promissor para o
desenvolvimento de novos agentes antifungicos, pois foi demonstrado que a auséncia
dessa enzima em C. albicans resultou na atenuacéo de sua viruléncia (Kingsbury e
McCusker, 2010). Interessantemente, a rota biossintética dos aminoacidos de cadeia
ramificada € ausente em animais, sendo necessario obter esses aminoacidos atraves
da dieta, o que viabiliza a AHAS como um possivel alvo no planejamento de novos
agentes antifungicos com elevada seletividade (Pue e Guddat, 2014; Lonhienne et al.,
2020).

Para o planejamento de novos analogos da 8HQ, também utilizamos como
estratégia a hibridagdo molecular, que se baseia na combinagdo de duas ou mais
porcoes farmacoforicas, de diferentes substancias bioativas, gerando assim, um novo
composto hibrido. Esse composto pode apresentar melhores caracteristicas de
afinidade e eficacia comparado aos prototipos, podendo resultar em substancias com
modo de acdo dual e efeitos adversos reduzidos (Viegas-Junior et al., 2007). Dessa
forma, planejamos para o desenvolvimento do Capitulo IV, hibridos moleculares
contendo o nucleo 8HQ e farmacdforos presentes em inibidores da enzima AHAS.

Os herbicidas da classe sulfonilureias (A, Figura 14) foram descobertos na
década de 1970. Anos mais tarde, na década de 1980, seu alvo molecular foi
identificado como sendo a AHAS (Pue e Guddat, 2014). Outro herbicida inibidor da
AHAS ¢ o piritiobaque (PB) (B, Figura 14), sendo descoberto mais recentemente que
as sulfonilureias, com publicag¢des iniciais na década de 1990 e um primeiro registro
obtido em 1995. Esse herbicida € um derivado do acido pirimidiniltiobenzdico e €&
utilizado para o controle de ervas daninhas em plantagbes de algodao (McCourt e
Duggleby, 2006).

No estudo de Lee et al. (2013), os herbicidas sulfonilureias apresentaram
atividade antifungica interessante contra C. albicans, com valores de ClMso variando
de 2 a 62 uM (Lee et al., 2013). Em um estudo mais recente, os herbicidas clorimuron
etil e bensulfuron metil apresentaram relevante atividade contra C. auris, com valores
de CIM variando de 0,391 a 3,13 uM. No mesmo estudo, a sulfonilureia bensulfuron
metil foi ativa contra biofilmes de C. auris (Agnew-Francis et al., 2020). Esses achados
sao de grande importancia, considerando o perfil de resisténcia dessa espécie fungica
(Cortegiani et al., 2018). O estudo de Wu et al. (2019) identificou uma atividade
antifungica modesta do piritiobaque contra a AHAS de C. albicans (40% de inibicéo a

100 pM). Nesse mesmo estudo, o valor da CIM desse herbicida contra C. albicans foi
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superior a 100 pg/mL. Esses resultados indicam que modificagdes estruturais do

piritiobaque sdo necessarias, a fim de se obter um novo hit.

o {
’ \
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°0 N
Clorimuron etil
(0) Etoxisulfuron etil 0 s
N
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(0] (0]
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scN N N N H
2 N oS- N
0 \\C) 77/ Y N O\ / O/ \\O 7]/ YN\ e}
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Bensulfuron metil o Pirazosulfuron etil
N O\

Figura 14. Estrutura quimica de inibidores da AHAS. A) Representantes de
sulfonilureias herbicidas. Em destaque, o grupamento pirimidinilureia. B)

Estrutura do PB. Em destaque, o anel 4,6-dimetoxipirimidina.

Interessantemente, as sulfonilureias herbicidas parecem atuar como inibidores
alostéricos da AHAS, ligando-se a uma subunidade regulatéria. As modificagdes
estruturais promovidas pelo inibidor impedem a chegada do substrato no sitio ativo da
enzima (Pue e Guddat, 2014). As interagdes intermoleculares que ocorrem entre os
aminoacidos do sitio regulatorio da AHAS de S. cereviseae (SCAHAS) e o clorimuron
etil estdo representadas na Figura 15. A pirimidina do clorimuron etil forma interagées
fortes do tipo Pi-Pi stacking com o grupo indol do Trp586. O aminoacido Arg380
interage com oxigénio da sulfonilureia, o oxigénio substituinte da pirimidina, e o
nitrogénio da pirimidina por ligagées de hidrogénio. Lys251 interage com um dos
oxigénios do grupo sulfonil por ligagées de hidrogénio (Lee et al., 2013; Pue e Guddat,
2014). Dessa forma, justifica-se a manutengédo dessas interagdes mais fortes com o
alvo, e a substituicdo do fenil-éster (que interage com o alvo por interagdes
hidrofébicas), pelo farmacéforo 8-hidroxiquinolina, aplicando a estratégia de hibridagao
molecular.

Em relacdo as principais interacbes que ocorrem entre o piritiobaque e AHAS,

apenas um estudo foi encontrado até o presente, envolvendo a AtAHAS (AHAS de
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Arabidopsis thaliana, uma planta). O estudo de cristalografia de Garcia et al. (2017)
verificou que o anel pirimidina é importante para a inibigdo enzimatica por realizar
interacgdes do tipo Pi-Pi stacking com o Trp574 da enzima. Uma das metoxilas participa
de ligacbes de hidrogénio com a Arg377. A outra metoxila realiza interagbes
hidrofébicas com outros residuos de aminoacidos. Interagdes semelhantes foram
observadas durante os estudos de docking molecular entre a SCAHAS e o piritiobaque,
conduzidos durante o presente trabalho (o qual sera melhor abordado no Capitulo IV)
(B, Figura 15). Dessa forma, justifica-se a manutenc¢&o da pirimidinila e de, ao menos,
uma metoxila do piritiobaque no planejamento de hibridos moleculares desse herbicida
e da 8HQ.

A VAL TRP MET B

A583 A:586 A'582 'd

s ALA
B:251 B:117

VAL f
B:191

b
) PRO R
0 . B:192
74 ARG A:380 (TRP
A:380 A586

GLY
MET l;; B:116
VAL A:354 B:251
B:191

PRO
B:201
ALA = ALA

8:200 B:195

Figura 15. Interagdes intermoleculares entre AHAS de S. cereviseae (PDB ID: 1NOH)
e clorimuron etil (A) ou piritiobaque (B). Imagem gentilmente cedida pela profa. Dra.
Lorane Hage Melim, da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP). Software Discovery
Studio 2020.

Considerando que o planejamento de farmacos alvo-direcionado € uma
abordagem promissora, o Capitulo IV deste trabalho é focado na estratégia de
hibridacao molecular entre o nucleo 8HQ e os herbicidas sulfonilureias, bem como
entre o nucleo 8HQ e o piritiobaque, a fim de desenvolver novos agentes antifungicos
inibidores de AHAS.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Sintetizar novos derivados de 8-hidroxiquinolina e avaliar a atividade antifungica e anti-

M. tuberculosis, visando a identificacao de novos candidatos a farmacos.

3.2 Objetivos Especificos:

a) Realizar uma reviséo da literatura sobre a atividade antimicrobiana de derivados
da 8-hidroxiquinolina (ultimos dez anos), com foco na relagdo estrutura-
atividade;

b) Planejar, sintetizar e caracterizar novos derivados do clioquinol;

C) Planejar, sintetizar e caracterizar novos derivados de 8-hidroxiquinolina

contendo uma sulfonamida na posigao 5;

d) Planejar, sintetizar e caracterizar derivados hibridos moleculares de 8-

hidroxiquinolina e inibidores de AHAS;

e) Avaliar a atividade antifungica dos derivados do clioquinol e dos hibridos

moleculares.

f) Avaliar a atividade anti- M. tuberculosis de derivados do clioquinol e 8-

hidroxiquinolina.

s)] Avaliar a toxicidade dos derivados sintéticos mais ativos (através de testes

citotoxicidade e irritabilidade);

h) Investigar o mecanismo de ac¢ao dos derivados mais promissores.






CAPITULO 1. Novel antimicrobial 8-hydroxyquinoline-based agents: current

development, structure-activity relationships and perspectives

O texto completo do Capitulo |, que na Tese de Doutorado defendida ocupa o intervalo
de paginas 65-130, foi suprimido por estar relacionado a manuscrito publicado no
perioddico cientifico Journal of Medicinal Chemistry. Consta de um artigo de revisao
com foco em relagao estrutura-atividade de 8-hidroxiquinolinas antimicrobianas e alvos

moleculares.

A versao publicada pode ser encontrada em: [Joaquim AR, Gionbelli MP, Gosmann G,
Fuentefria AM, Lopes MS, Fernandes de Andrade S. Novel Antimicrobial 8-
Hydroxyquinoline-Based  Agents:  Current  Development,  Structure-Activity
Relationships, and Perspectives. J Med Chem. 64(22), 16349-16379, 2021. doi:
10.1021/acs.jmedchem.1c01318.]. Copyright 2021 American Chemical Society.
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CAPITULO II. New 8-hydroxyquinoline derivatives highlight the potential of this

class for treatment of fungal infections

O texto completo do Capitulo Il, que na Tese de Doutorado defendida ocupa o intervalo
de paginas 131-168, foi suprimido por estar relacionado a manuscrito publicado no
periodico cientifico New Journal of Chemistry. Consta da sintese e avaliagdo da
atividade antifungica de novos derivados de 8-hidroxiquinolina. O derivado mais ativo
foi investigado quanto a citotoxicidade, irritabilidade, além de parédmetros

farmacodinamicos.

A versao publicada pode ser encontrada em: [Joaquim, AR; Reginatto, P; Lopes, MS;
Bazana, LCG.; Gionbelli, MP; de Cesare, MA; Kaminski, TFA; Teixeira, ML; Abegg, MA;
Fuentefria, AM; Andrade, SF. New 8-hydroxyquinoline derivatives highlight the potential
of this class for treatment of fungal infections. New J. Chem. 45, 18158 — 18170, 2021.
DOI: 10.1039/DONJ06188C].
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CAPITULO Ill. Discovery of 8-hydroxyquinolines as inhibitors of the

Mycobacterium tuberculosis enoyl-acyl carrier protein reductase

O texto completo do Capitulo I, que na Tese de Doutorado defendida ocupa o intervalo
de paginas 169-200, foi suprimido por tratar-se de manuscrito a ser submetido para
publicacdo em periddico cientifico. Consta da sintese e avaliagdo da atividade
antimicobacteriana e do mecanismo de acédo de derivados de 8-hidroxiquinolina. Das
substancias avaliadas, quatro apresentaram atividade antimicobacteriana interessante

e foram identificadas como inibidores de MfInhA.
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CAPITULO IV. Design and synthesis of novel molecular hybrids of 8-
hydroxyquinoline and acetohydroxyacid synthase inhibitors

O texto completo do Capitulo 1V, que na Tese de Doutorado defendida ocupa o intervalo de
paginas 201-246, foi suprimido por tratar-se de manuscrito a ser submetido para publicagao
em periédico cientifico. Consta da sintese e avaliagao da atividade antifungica de hibridos
moleculares do nucleo 8-hidroxiquinolina e inibidores de AHAS. Duas rotas de sintese
foram utilizadas para a obtencédo dos novos derivados. Das substancias avaliadas, quatro

apresentaram atividade antifungica interessante.
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4. DISCUSSAO

O texto completo desta se¢ao, que na Tese de Doutorado defendida ocupa o intervalo
de paginas 247-272, foi suprimido por tratar-se de informagdes para publicagdo em
periddicos cientificos. Consta da apresentacdo de discussdes referentes aos
Capitulos | a IV: mecanismos reacionais, elucidagao estrutural por técnicas RMN,

relagao estrutura-atividade, comparagdes com trabalhos da literatura anteriores.
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CONCLUSOES

O texto completo desta secédo, que na Tese de Doutorado defendida ocupa as
paginas 273 e 274, foi suprimido por tratar-se de informagdes para publicacdo em
periodicos cientificos. Consta da apresentagdo das conclusdes gerais das Capitulos
lalV.
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