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NOVOS ANALOGOS DA 8-HIDROXIQUINOLINA PARA O COMBATE DE
FUNGOS DE DIFICIL TRATAMENTO
Autor: Barbara Souza da Costa
Orientador: Prof. Dr. Alexandre M. Fuentefria
Coorientadora: Prof®. Dr®. Bruna Pippi

RESUMO

O numero de pacientes acometidos por alguma infeccéo flngica tem crescido
nos ultimos anos e afetam cerca de 1,2 bilhdes de individuos no mundo.
Dermatéfitos, Candida spp. e Fusarium spp. sdo fungos oportunistas
relacionados a infec¢des que apresentam dificil tratamento devido a resisténcia,
uma vez que poucos medicamentos em uma quantidade limitada de classes
estdo disponiveis no mercado. Novas alternativas terapéuticas vém sendo
exploradas para combater a resisténcia e a recidiva dessas infec¢fes fungicas.
Neste sentido, a 8-hidroxiquinolina destaca-se como importante alternativa por
possuir ampla possibilidade de modificacbes em varias posicbes na sua
estrutura. Estudos ja realizados pelo grupo de pesquisa mostraram que a 8-
hidroxiquinolina e seus anélogos inibem efetivamente o crescimento de Candida
spp. e dermatoéfitos com raros relatos de resisténcia. Sendo assim, este estudo
teve como objetivo avaliar novos analogos da 8-hidroxiquinolina com potencial
efeito antifUngico frente as espécies de fungos dermatoéfitos, Candida e
Fusarium. A triagem contra um painel de fungos demonstrou que 0 composto
PH192 apresentou o melhor efeito inibitério com faixa de MIC de 2 - 32 pg/mL.
Além disso, o estudo do mecanismo de acdo demonstrou que o analogo
apresenta 0 mesmo mecanismo de acdo que o clioquinol, atividade quelante de
metal. Ao associar os antifingicos, a combinag¢do nitroxolina + clioquinol +
ciclopirox demonstrou um efeito sinérgico em 75% dos isolados testados,
demonstrando que o efeito pode estar associado a potencializacado da acao do
clioquinol e nitroxolina por apresentarem o0 mesmo mecanismo de acao. A
utilizacdo das moscas D. melanogaster como modelo alternativo de infeccéo
demonstrou que a utilizacdo de moscas Toll-deficiente pode ser um modelo
adequado para estudos comparativos de dermatofitoses causadas por diferentes
espécies, além de avaliar novas terapias para o combate deste tipo de infeccéo.

Palavras-chaves: 8-hidroxiquinolina, sinergismo, antifingicos
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NOVEL 8-HYDROXYQUINOLINE ANALOGUES FOR CONTROL OF
DIFFICULT-TO-TREAT FUNGI
Author: Barbara Souza da Costa
Advisor: Prof. Dr. Alexandre M. Fuentefria
Co Advisor: Prof. Dr. Bruna Pippi

ABSTRACT

The number of patients affected by a fungal infection has grown in recent years
and affects around 1.2 billion people worldwide. Dermatophytes, Candida spp.,
and Fusarium spp. are opportunistic fungi related to infections that are difficult to
treat due to resistance since few drugs in a limited number of classes are
available on the market. New therapeutic alternatives are being explored to
combat resistance and recurrence of these fungal infections. In this sense, 8-
hydroxyquinoline stands out as an important alternative because it has ample
scope for modification at various positions in its structure. Studies already carried
out by the research group have shown that 8-hydroxyquinoline and its analogs
effectively inhibit the growth of Candida spp. and dermatophytes, with rare reports
of resistance. Therefore, the aim of this study was to evaluate new analogs of 8-
hydroxyquinoline with potential antifungal effects against dermatophyte fungi,
Candida, and Fusarium species. Screening against a panel of fungi showed that
compound PH192 had the best inhibitory effect with an MIC range of 2 - 32
pg/mL. In addition, the study of the mechanism of action showed that the analog
has the same mechanism of action as the clioquinol, metal chelating activity.
When combining the antifungals, the combination of nitroxoline + clioquinol +
ciclopirox showed a synergistic effect on 75% of the isolates tested,
demonstrating that the effect may be associated with the potentiation of the action
of clioquinol and nitroxoline as they have the same mechanism of action. The use
of D. melanogaster flies as an alternative infection model demonstrated that the
use of Toll-deficient flies may be a suitable model for comparative studies of
dermatophytoses caused by different species, as well as evaluating new
therapies to combat this type of infection.

Keywords: 8-hydroxyquinoline, synergism, antifungals
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1. INTRODUCAO

O numero de pacientes acometidos por alguma infec¢do fangica tem
crescido nos ultimos anos e afetam cerca de 1,2 bilhdes de individuos no mundo.
As micoses cutaneas, causadas principalmente por fungos dermatofitos, estao
entre as infec¢cbes fungicas mais comuns em todo o mundo, afetando varias
faixas etarias e afetam negativamente a qualidade de vida dos pacientes
infectados.

A crescente resisténcia dos agentes antifingicos associada a alta
toxicidade dos antifungicos disponiveis no mercado dificulta o tratamento das
infeccbes causadas por agentes infecciosos, tais como a Candida sp., Fusarium
sp. e dermatdfitos. Diante deste cenario, com altas taxas de resisténcia e recidiva
no tratamento antifingico, novas alternativas merecem destaque para combater
estes agentes infecciosos como reintroducdo de farmacos em desuso no
mercado com novo objetivo terapéutico, terapia combinada e sintese planejada
de novas moléculas.

Clioquinol e Nitroxolina (Fig.1), dois medicamentos derivados da 8-
hidroxiquinolina, apresentam inumeras propriedades farmacoldgicas que cairam
em desuso por muitas décadas. O clioquinol (5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina)
€ um dihalogenado 8-hidroxiquinolina dihalogenada que foi amplamente usada
na medicina entre as décadas de 1950 e 1970. Na década de 1970, o clioquinol
oral foi retirado do mercado devido a relatos de neurotoxicidade em pacientes
japoneses. Propriedades como agente antifungico, bactericida e antiproliferativo
foram relatadas para o clioquinol e outros derivados da 8-hidroxiquinolina. No
entanto, a nitroxolina tem sido usada em paises da Europa para combater
infec¢Bes do trato genito urinario causadas por bactérias Gram-negativas, como

a Escherichia coli., e tem demonstrado potencial atividade antifingica.

0

Figura 1. Estrutura da 8-hidroxiquinolina (A), da 5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina (Clioquinol) (B) e da 8-hidroxi-
5-nitroquinolina (nitroxolina) (C).
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A protecéo de grupos funcionais é uma importante estratégia na sintese
organica. Estudos relataram que a realizacdo do processo de adicdo de uma
metila e/ou uma metoximetila pode levar a derivados mais estaveis e modificar
o perfil de toxicidade. Assim, baseado na literatura atual, este trabalho visou
encontrar novas alternativas para combater infec¢cdes fungicas através da
sintese planejada de analogos da 8-hidroxiquinolina. Para tal finalidade o
processo de metilacdo e adicdo do metoximetii (MOM) foi realizado nas

moléculas de clioquinol e nitroxolina.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Determinar a atividade antifingica, mecanismo de acao e toxicidade

de analogos de 8-hidroxiquinolina sobre espécies fungicas de interesse clinico

e de dificil tratamento.

2.2 Objetivos Especificos

221

222

2.2.3

224

2.2.5

2.2.6

2.2.7

2.2.8

2.2.9

Sintetizar novos analogos de 8-hidroxiquinolina através da
metilacdo e adicdo do metoximetil nas moléculas de clioquinol
e nitroxolina;

Caracterizar e avaliar a atividade e anti-dermatofitica, anti-
Candida e anti-Fusarium dos novos analogos da 8-
hidroxiquinolina sintetizados;

Identificar o mecanismo de acdo do melhor anélogo sintetizado
sobre as células fungicas;

Avaliar o perfil de toxicidade usando previsdes de ensaios in
silico do melhor anélogo sintetizado;

Avaliar o efeito antifingico da associacdo dupla e tripla da
nitroxolina em combinacdo com clioquinol, ciclopirox e
terbinafina;

Verificar o potencial toxicolégico das combinacdes sinérgicas
dos agentes antifungicos;

Avaliar o efeito antifingico da associacdo dupla do ciclopirox e
terbinafina;

Estabelecer um modelo in vivo de dermatofitose, avaliando a
patogenicidade em moscas Drosophilas melanogaster;

Avaliar o efeito protetor dos medicamentos antifungicos
itraconazol, terbinafina e clioquinol em D. melanogaster

infectadas sistemicamente por dermatofitos.

19
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Infecc¢Bes fungicas

O numero de pacientes acometidos por alguma infec¢ao fingica tem
crescido nos ultimos anos e afetam cerca de 1,2 bilhdes de individuos no mundo
(Fuentefria et al., 2017; Chang et al., 2017; Deaguero et al. 2020). Os casos que
levam a altas taxas de mortalidade estdo frequentemente relacionados com
infecgbes fungicas invasivas de dificil tratamento, acometidas por fungos
leveduriformes (como Candida sp. e Cryptococcus sp.) e fungos filamentosos,
como Aspergillus sp., Fusarium sp. ou Mucor sp. (Chang et al. 2017; Azanza et
al. 2021).

As micoses cutaneas, causadas principalmente por fungos
dermatdfitos, estdo entre as infec¢des fungicas mais comuns em todo o mundo,
afetando diversas faixas etarias e afetando negativamente a qualidade de vida
dos pacientes infectados. Embora essas dermatofitoses ndo sejam graves em
termos de mortalidade e morbidade, causam desconforto substancial aos
pacientes. Estima-se que as infec¢bes fungicas superficiais afetam cerca de 20
a 25% da populacdo mundial (Peres et al 2010; Pires et al 2014; Zhang et al.
2021). Dermatéfitos sdo fungos que invadem e se multiplicam nos tecidos
queratinizados (pele, cabelos e unhas) causando infeccdo muitas vezes com
lesbes que incluem combinacdes de alopecia, eritema e papulas (Bond, 2010;
Sahoo and Mahajan et al 2016; Weitzman and Summerbell, 1995), porém em
estado de imunossupressdo do hospedeiro, ha relatos de dermatofitoses
sistémicas (Lanternier, et al 2013; Marconi et al 2010; Wu et al, 2013).

Candida é um género fangico que faz parte da microbiota normal do
ser humano. Entretanto, através de um desequilibrio podem se tornar
patogénicas e, desta forma, ocasionar infeccbes na mucosa ou mesmo
sistémicas. As candidemias, causadas principalmente por C. albicans, e estao
relacionadas com 10 — 47% de mortalidade (Bujdakova, 2016; Azanza et. al
2021; Ganeshkumar A, et al. 2023).

O género Fusarium é um importante fungo do ambiente e é capaz de
ocasionar infecgbes oportunistas em humanos e animais. Quando acometem
pacientes imunocompetentes, apresentam manifestacdes clinicas como

onicomicoses e ceratites. Em pacientes imunossuprimidos, doencas invasivas e
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disseminadas podem ser observadas, sendo quase sempre de dificil tratamento
(Diepeningen et al., 2015; Rosa et al., 2017; Rosa et al., 2019).

3.2 Terapia antifungica

O tratamento antifUngico para as infeccBes oportunistas pode ser
realizado através do uso sistémico, utilizada no combate de infeccbes mais
graves e de dificil tratamento; e do uso tdpico, em casos mais simples e
auxiliando a terapia sistémica. Atualmente, cinco principais classes estéo
disponiveis no mercado para uso no tratamento das infec¢des fungicas e séo
classificados de acordo com seu mecanismo de acao (Fuentefria et al. 2018). A
classe das alilaminas, dos poliénicos e dos azois atuam inibindo a rota de sintese
do ergosterol, um dos principais esterdis da membrana celular fangica e
responsavel por funcbes celulares fundamentais como estrutura, fluidez,
integridade da membrana e controle de eventos fisiolégicos (Campoy e Adrio
2017; Scorzoni et al. 2017).

A classe de analogos da pirimidina atua inibindo a sintese de DNA,
RNA e proteinas (Campoy e Adrio 2017; Scorzoni et al. 2017). A classe das
equinocandinas foi a Ultima classe descoberta de antifingicos. Elas tém como
alvo a parede celular fngica, inibindo nao competitivamente a 3-1,3-D-glicana
sintase, principal componente que garante a estrutura da parede celular. Uma
vez inibida leva a desestabilizacdo da parede celular, com instabilidade
osmotica, perda da integridade da parede celular e lise das células fungicas
(Campoy e Adrio 2017).

Alguns fatores estdo associados aos termos “resisténcia” e “recidiva”
no tratamento antifingico e podem contribuir para o desfecho da resposta clinica.
A adaptabilidade do patdégeno de sobreviver no organismo, variagdo na
suscetibilidade frente aos agentes antifingicos e a resposta imune do
hospedeiro (Khurana, Sardana e Chowdhary 2019). Além disso, uma
caracteristica importante relacionada a resisténcia nas infec¢des fangicas é a
capacidade de formacdo de biofilme. Essa caracteristica fungica ja esta bem
estabelecida e relatada em leveduras como Candida albicans, a mais
comumente encontrada em infec¢des hospitalares (Nett e Andes 2015; Ramage
et al. 2012). Alguns fungos filamentosos, como Aspergillus e Fusarium, também
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tem sido estudados, uma vez que evidéncias sugerem que a formagédo do
biofilme interfere na resposta terapéutica (Beauvais e Latgé 2015; Nett e Andes
2015; Ramage et al. 2012).

O biofilme fangico fornece varios beneficios para o patégeno, como
resisténcia a estresses fisicos e quimicos, comunica¢ao microbiana, aumento da
viruléncia e disponibilidade de nutrientes (Ramage et al. 2012; Scorzoni et al.
2017). Além disso, alguns fatores associados a formacéao do biofilme contribuem
para o aumento dos casos de resisténcia e falha na terapia antifungica, tais
como: aumento da densidade celular, uma vez que a suscetibilidade ao agente
antifangico diminuiu conforme aumenta a densidade das células fungicas; e a
MEC (matriz extracelular polimérica), que funciona como uma barreira,
diminuindo a quantidade de antifingico em interagdo com as células que
pertencem ao biofilme, além de fornecer estabilidade mecéanica e nutricao
(Scorzoni et al. 2017).

A falha terapéutica € um problema para a terapia antifingica, uma vez
gue poucos medicamentos em uma quantidade limitada de classes estao
disponiveis no mercado farmacéutico. Além disso, as dermatofitoses estédo
frequentemente associadas a recidivas apos interrupcéo da terapia antifungica
(Campoy e Adrio 2017; Chang et al. 2017; Fuentefria et al. 2018; Zhang et al.
2021). Novas alternativas terapéuticas vém sendo exploradas para combater a
resisténcia e a recidiva dessas infec¢des flungicas, tais como reintroducéo de
farmacos em desuso no mercado com novo objetivo terapéutico, terapia
combinada e sintese planejada de novas moléculas (Campoy e Adrio 2017,
Fuentefria et al. 2018).

3.3 Classe das 8-hidroxiquinolinas

A 8-hidroxiquinolina e seus analagos representam importantes
alternativas, uma vez que possuem uma grande variedade de propriedades
bioldgicas, entre elas, atividade antifungica e bactericida (Oliveri et al., 2016).
Essa atividade biologica pode ser atribuida pela capacidade quelante de ions
metalicos pela 8-hidroxiquinolina, uma vez que estes metais exibem funcéo

muito importante nos processos biologicos (Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri
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et al., 2016).

A 8-hidroxiquinolina possui ampla possibilidade de modificacbes em
varias posi¢cdes na sua estrutura, provando ser uma molécula de grande valor
para muitos compostos biologicamente ativos. O clioquinol (5-cloro-7-iodo-8-
hidroxiquinolina) e a nitroxolina (8-hidroxi-5-nitroquinolina) sdo exemplos de
farmacos analogos deste composto (Hof, H. 2016; Oliveri et al., 2016).

Nesse contexto, o clioquinol € um derivado que foi amplamente utilizado
entre os anos de 1950 e 1970 como agente antiparasitario sistémico no
tratamento de doencas intestinais, anti-inflamatoria, atenuante de doencas
neurodegenerativas, antineoplasica e agente antibacteriano usado topicamente
para tratar infecgdes de pele (Kuru, S. 2021 Mao and Schimmer, 2008). Ainda,
estudos atuais mostraram que esse grupo de moléculas inibe efetivamente o
crescimento de Candida spp. e dermatofitos (Pippi et al, 2017; Joaquim et al,
2018, Kuru, S. 2021).

Nos anos 70, a apresentacéo oral foi retirada do mercado devido a relatos
de neurotoxicidade em pacientes japoneses, a Neuropatia Mielo-Optica
Subaguda (SMON). Os pacientes japoneses que foram tratados com clioquinol
apresentaram diarreia, dores abdominais e no corpo, progredindo para cegueira
e paralisia da musculatura, bem como mancha verde na lingua, urina verde e
fezes verdes (Kuru, S. 2021).

Anos depois, 0s pesquisadores seguiram utilizando o clioquinol em testes
para o tratamento da doenca de Alzheimer por causa de suas propriedades
guelantes de metais na reducao de placas amildides no cérebro, uma vez que a
doenca poderia ser causada pelo acimulo e deposicdo de metais pesados no
cérebro especialmente cobre e zinco (Kuru, S. 2021; Wykowski R et al, 2022).

Com o avanco da tecnologia, foi descoberto que os sintomas da
neurotoxicidade desencadeada pelo uso do medicamento foram mais graves ou
desenvolvida em pacientes que apresentavam uma deficiéncia natural de zinco
e vitamina B12 e em pacientes anémicos considerando a propriedade quelante
do clioquinol. Da mesma forma descobriram que, o SMON foi desenvolvido
principalmente na populagéo japonesa causando a deposi¢do de AMPc na célula
neuronal e a consequente morte dos neurbnios por apoptose devido ao
polimorfismo nos receptores neuronais ABCC4 e ABCC14 nessa populacao.
(You et al 2021; Perez et al. 2019). Portanto, a reintroducdo do medicamento
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poderia ser um ganho no combate de algumas doencas, bem como no
tratamento de espécies fungicas (Pippi et 2019).

Ja a nitroxolina, € um agente antibacteriano utilizado no tratamento de
infecgbes urinarias, disponivel em paises da Europa Oriental, assim como na
Alemanha, onde a resisténcia entre Escherichia coli ainda parece raro. E ativo
contra organismos gram-positivos e gram-negativos sensiveis, comumente
encontrados em infe¢des do trato urinario (Wijma et al, 2018; Puértolas-Balint et
al, 2020). Também ja foi verificado que a nitroxolina possui atividade antibiofilme
em diferentes patdégenos, sendo uma importante caracteristica da molécula
(Puértolas-Balint et al, 2020). Estudos anteriores demonstraram um potencial
efeito contra candiduria, alcancando altas concentracfes na urina. Ainda,
apresentou eficacia contra Candida spp. nos biofilmes, um grande problema
atual (Medi¢-Sari¢ et al,1980; Hof at al, 2016).

Diante deste cenario, a protecdo de grupos funcionais € uma importante
estratégia na sintese organica. Estudos relataram que a realizacéo do processo
de adicdo de uma metila e/ou uma metoximetila pode levar a derivados mais

estaveis e modificar o perfil de toxicidade (Zai et al, 2009; Pandurangan, 2017).

3.4 Associacéo de antifungicos

Novas alternativas terapéuticas vém sendo adotadas para o combate
da resisténcia e recidiva dessas infeccdes fungicas, como a terapia combinada
(Fuentefria et al. 2018).

Com a auséncia da monoterapia antifungica efetiva, as terapias
combinadas estdo sendo usadas clinicamente como estratégia terapéutica
(Fuentefria et al. 2018; Jacobuz Berlitz, et al. 2023). A combinacdo dupla de
itraconazol e terbinafina foi descrita como efetiva para fungos dermatofitos
(Sharma et al. 2019). Tamura et al (2014) relataram combinacdes sinérgicas para
dermatofitos quando combinado amorolfina e itraconazol. Da mesma forma,
Laurent e Monod (2017) também relataram efeito sinérgico de amorolfina com
derivados azélicos. Estudos mostram o potencial da combinacdo tripla em
tratamentos como descrito por Tascini et al (2003), onde é relatado a efetividade
de caspofungina, terbinafina e anfotericina no tratamento de aspergilose
invasiva. Da Costa et. al (2020) demonstraram que o clioquinol em combinacao
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com a terbinafina ou em combinacdo com o ciclopirox tem um grande efeito
sinérgico no tratamento de dermatofitoses.

Os potenciais beneficios da terapia combinada com antifiUngicos
incluem: superacdo da resisténcia fangica, expansdo do espectro de acéo,
melhora da eficacia clinica dos medicamentos e reducdo das doses
administradas, o que resulta em menor toxicidade e diminuicdo dos efeitos
colaterais no hospedeiro (Fuentefria et al. 2018; Hatipoglu e Hatipoglu 2013;
Shrestha, Fosso, e Garneau-Tsodikova 2015).
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4. CAPITULO I: lon-chelating activity of novel 8-hydroxyquinoline analogs to

control difficult-to-treat fungi

Artigo submetido na revista “Journal of Medical Microbiology” no formato de

artigo original
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8. DISCUSSAO GERAL

Com poucas opc0Oes antifungicas no mercado, a sintese de novos analogos
com atividade antifangica tem sido amplamente utilizada (Campoy e Adrio 2017,
Chang et al. 2017; Fuentefria et al. 2018). Os mecanismos para modificar pontos
especificos na estrutura de medicamentos comerciais, como a protecdo de grupos
funcionais, sdo uma estratégia importante na sintese organica (Zai et al., 2009;
Pandurangan, 2017). Assim, modificacdes estruturais, como o grupo 8-hidroxi, podem
levar a mudancas significativas nas propriedades quimicas desses compostos para
melhorar o perfil de toxicidade (Zai et al, 2009; Pandurangan, 2017).

O reposicionamento de farmacos pode trazer muitas vantagens e
seguranca na escolha da terapia, uma vez que seu perfil toxicolégico ja esta bem
esclarecido, assim como seus efeitos adversos. O uso de derivados de 8-
hidroxiquinolina como potenciais agentes antifingicos tem sido demonstrado por
alguns autores (Pippi et al 2017, Da silva et al 2020). Pippi et al. (2017) conseguiram
demonstrar que o uso de clioquinol e seus derivados tem potencial atividade anti-
Candida e anti-dermatofita. Outros autores demonstraram a atividade antifingica da
nitroxolina, que se mostrou uma grande aliada no combate a Candida sp. e aos fungos
filamentosos, como dermatéfitos e Fusarium sp. (Magda, dados néo publicados;
Fuchs et al. 2021). Assim, os resultados encontrados aqui frente a dermatofitos
corroboram com os encontrados na literatura.

A substituicdo do grupo 8-hidroxi por 8-metoxi e 8-metoximetoxi remove 0
hidrogénio labil e introduz alteracdes na polaridade do composto, na propriedade de
doacéo de elétrons e na capacidade de participar de ligacdes de hidrogénio. Essas
alterac6es tém um impacto profundo nas propriedades quimicas do anel de quinolina,
incluindo o atomo de nitrogénio funcional que é conhecido por participar de uma
interacdo quimica importante (referéncia de colocacdo de quelacdo de ions). Além
disso, esses grupos, especialmente o grupo metoxi-metoxi, podem introduzir um efeito
estérico nesses compostos, levando a interagdes seletivas.

A triagem das 8-hidroxiquinolinas contra um painel de Candida spp. e 15
fungos filamentosos mostra que os compostos tém um amplo espectro de a¢ao contra
leveduras e fungos filamentosos dos géneros Microsporum, Trichophyton, Nannizzia
e Fusarium. Entre os compostos testados, 0 PH192 e o PH193 apresentaram o melhor
efeito inibitdrio com faixa de MIC de 2 - 32 ug/mL e 8 - 32 ug/mL, respectivamente.
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A relagéo estrutura-atividade (SAR) mostra que a substituicdo do grupo 8-
hidroxi pelo grupo 8-metoxi elimina a atividade antifungica, uma vez que os derivados
metoxi (PH605, PH668 e PH184) apresentaram valores de MIC > 64 ug/mL para a
maioria dos fungos testados. No entanto, ao introduzir outro grupo metoxi a esses
derivados, produzindo os derivados MOM (PH193, PH669 e PH192), a atividade é
parcialmente restaurada. Portanto, esses dados mostram que o grupo hidroxila livre é
importante para a atividade e sua substituicdo modifica a atividade antifangica dos
compostos.

Além disso, os estudos de SAR mostram que, entre os derivados de MOM,
0s substituintes adicionais do anel de quinolina desempenham um papel importante
na atividade antifungica. O PH668 sem substituicdo adicional apresenta baixa
atividade antifingica. No entanto, a atividade aumenta com o grupo de retirada de
elétrons (EWG) na posigéo 5 (PH193), e um aumento predominante na atividade é
observado com o grupo de retirada de elétrons (EWG) leve nas posicbes 5 e 7
(PH192).

Os resultados do mecanismo de agdo do PH192 mostraram que, assim
como o clioquinol, seu analogo mantém o mesmo mecanismo demonstrado pelo
farmaco original, uma vez que ambos tém uma atividade quelante de metal
(Alsterholm et al, 2010; Pippi et al, 2018).

A associacdo de medicamentos € uma excelente estratégia para combater
a resisténcia fungica. Varios autores demonstraram a eficacia do uso de associacfes
no tratamento de dermatofitoses (Chang et al. 2017; Fuentefria et al. 2018; Hill e
Cowen 2015; De Chaves et al. 2020). Gupta e Kohli 2003 constataram que a
combinacgao de terbinafina + ciclopirox apresentou resultados promissores em casos
de infec¢Bes fungicas por dermatdéfitos. Da mesma forma, Sugiura et al. (2021)
mostraram resultados sinérgicos no controle de dermatéfitos com a combinacédo de
efinaconazol + terbinafina. Da Costa et al. (2021) mostraram que o clioquinol em
combinagdo com a terbinafina ou em combinagdo com o ciclopirox tem um grande
efeito sinérgico no tratamento de dermatofitoses. Em contrapartida, a nitroxolina
apresenta efeitos sinérgicos em combinagdo com a ciprofloxacina no controle de
infec¢des bacterianas (patdégenos diarreagénicos). Nao ha relatos na literatura sobre
o uso de combinagdes de nitroxolina para controlar infecgdes fungicas (Hayford Osei-
Owusu et al.,2022).
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A combinagéo tripla de medicamentos antifingicos é uma estratégia que
tem sido pouco explorada. A combinacédo de trés medicamentos antifingicos com
diferentes mecanismos de acdo pode ter efeitos benéficos no combate a resisténcia
antifingica e na redugéo da toxicidade dos medicamentos. Resultados anteriores
publicados por Da Costa et al. (2020) mostraram que a combinagéo tripla de clioquinol
+ terbinafina + ciclopirox apresentou excelentes resultados contra dermatofitos
(interacdo sinérgica para 75% dos isolados) sem danos citotéxicos. Os resultados
encontrados aqui mostram que todas as combinacgdes triplas demonstraram ter um
efeito antifiingico potencial mais alto quando comparadas as combinacdes duplas
testadas. A combinacéao nitroxolina + clioquinol + ciclopirox apresentou o maior efeito
sinérgico, cobrindo 75% dos isolados de dermatdfitos. No entanto, ao analisar o
mecanismo de acao desses medicamentos, a nitroxolina e o clioquinol apresentam o
mesmo mecanismo de acdo: sdo quelantes de ions metalicos (dados nédo publicados
de Magda; Wijma et al. 2018; Pippi et al. 2018). Assim, a explicacdo para 0 maior
efeito sinérgico pode ser devido a potencializacdo da acdo desses medicamentos
associada ao uso do ciclopirox, que atua intracelularmente com alta afinidade pelo
Fe3* (Gupta et al, 2013).

Ao analisar os resultados, pode-se observar que as moscas Toll-deficientes
foram suscetiveis aos dermatofitos testados e esse achado corrobora com o
encontrado na literatura, quando testaram a padronizagdo de Malassezia
pachydermatis (Merkel et al. 2018), A fumigatus (Lionakis et al. 2005), C. albicans
(Chamilos et al. 2006), Scedosporium sp., F. moniliforme (Lamaris et al. 2007) e C.
neoformans (Apidianakis et al. 2004) utilizando moscas Toll — deficientes obtendo-se
curva de sobrevivéncia dependente da concentracdo do inéculo. Os achados de
células fungicas nas seccdes histoldégicas também corroboram com os achados de
Merkel et al. 2018, em que apods a padronizacdo da infec¢do por M. pachydermatis,
encontrou as células fungicas no interior das moscas Toll- deficientes.

Ao serem infectadas, as moscas D. melanogaster necessitam da ativacao
da via Toll de defesa para sobreviver as infec¢cfes fungicas. Desta forma, as moscas
Toll- deficientes, por ndo apresentarem essa via de sinalizacéo, ficam susceptiveis
aos patogenos (Lemaitre e Hoffmann 2007; Lionakis et al. 2005). Por isso, quando
infectadas por dermatofitos, as moscas Toll - deficiente v&o a morte rapidamente, ao

contrario das moscas WT, que tem essa via de sinalizagdo bem conservada.
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Para os fungos dermatofitos sobreviverem em um organismo, é preciso que
tenha disponivel tecido queratinizado do estrato corneo (Bond 2010; Sahoo e Mahajan
2016; Weitzman, Corporis, e Favosa 1995). Através de lesdes iniciais (nas unhas ou
na pele, por exemplo), a infeccdo fungica se estabelece e dependendo do estado
imunoldgico do paciente, é possivel que haja migracdo pelos tecidos até chegar na
corrente circulatoria e, desta forma, pode ser desenvolvida uma infeccdo sistémica
(Wu, Sun, e Chang 2013). Assim, a utilizacdo das moscas D. melanogaster simula um
modelo de infeccdo sistémica através de uma pequena lesédo inicial onde o fungo é
inoculado. D. melanogaster possuem endcitos (células de origem ectodérmica, que
apresentam uma estreita associacdo com a epiderme do inseto) e, possivelmente, 0s
fungos dermatofiticos conseguem ali se desenvolver (Galenza e Foley 2019; Makki,
Cinnamon, e Gould 2014). Estudos genéticos em D. melanogaster mostraram que 0s
endcitos em moscas adultas sdo capazes de produzir hidrocarbonetos cuticulares
necessarios para evitar a desidratacdo (Makki, Cinnamon, e Gould 2014). Esses
hidrocarbonetos cuticulares poderiam servir de nutricdo para esses fungos e, desta
forma, a infeccao poderia se estabelecer.

O inéculo ideal para promover dermatofitose sistémica foi determinado
através da observacdo da curva de sobrevivéncia (Figura 1) estabelecendo a
concentracdo capaz de matar as moscas Toll-deficiente (Da Costa et al. 2023). Para
os dermatofitos, a concentracéo ideal foi de 10° cels/mL para TRU47 e TME32, de 107
cels/mL para MCAO1 e de 108 cels/mL para NGY50, concentracdo esta também
relatada como ideal para a C. albicans (Chamilos et al. 2006). Outros estudos com M.
pachydermatis (Merkel et al. 2018) e com Pythium insidiosum (Zanette et al. 2013)
relataram que a concentracdo ideal para promover a infeccdo nas moscas foi 10’
cel/mL e 10° cels/mL, respectivamente.

Foi possivel observar que a infecgdo em D. melanogaster com diferentes
espécies de dermatdfitos resultou em diferencas na mortalidade, sendo N. gypsea
(NGY50) a espécie menos virulenta. Entretanto, foi a espécie que ndo apresentou
nenhuma diferenca significativa quando comparamos o grupo controle sem tratamento
com 0s grupos tratados com os antifingicos.

Esses achados podem demonstrar que a utilizacdo de moscas Toll-
deficiente pode ser um modelo adequado para estudos comparativos de

dermatofitoses causadas por diferentes espécies, além de avaliar novas terapias para
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0 combate deste tipo de infecgéo.

O presente estudo esta de acordo com os achados da literatura
encontrados em outros modelos de infeccdo utilizando C. albicans (Chamilos et al.
2006), M. pachydermatis (Merkel et al. 2018) e P. insidiosum (Zanette et al. 2013),
uma vez que a curva de sobrevivéncia das moscas WT também diferiu
estatisticamente da curva de sobrevivéncia das Toll- deficientes. Apesar dos casos
de dermatofitoses ocorrerem principalmente em pessoas imunocompetentes, 0s
casos de infeccdes sistémicas foram relatados predominantemente em pacientes
imunocomprometidos, o que corrobora com os resultados aqui encontrados (Marconi
et al. 2010; Wu, Sun, e Chang 2013). Vale ressaltar que até o momento ndo ha
nenhum estudo na literatura com utilizacdo de experimentos in vivo relatando infeccdo

sistémica causada por dermatofitos.
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9. CONCLUSOES

o Seis novos analogos de 8-hidroxiguinolina foram sintetizados usando 8-
hidroxiquinolina (8HQ), nitroxolina (NX) e clioquinol (CQ) como material de
partida.

o Entre os analogos sintetizados, o derivado PH192 apresentou o melhor
perfil inibitorio contra os diferentes géneros de fungos estudados.

o Usando o ensaio de protecdo com sorbitol, observou-se que o PH192
nao apresentou atividade na parede celular do fungo nem atividade sobre a
membrana celular fungica no ensaio do efeito do ergosterol exdgeno.

. Quando se trata do efeito quelante de metais, assim como o clioquinol,
seu analogo mantétm o mesmo mecanismo demonstrado pelo farmaco
original, tem um efeito quelante dependente de metal.

. O relatorio de toxicidade in silico sugere um perfil de baixa toxicidade
para o PH192 assim como, sensibilizacdo da pele e toxicidade respiratoria
para o clioquinol e o PH192.

. O derivado PH192 apresenta modificacfes quimicas que levam a uma
possivel melhora nos perfis de absorcgéo e distribuicao.

. As associacfes duplas de nitroxolina em combinagcdo com clioquinol,
ciclopirox e terbinafina ndo mostraram atividade sinérgica.

o Entretanto, a combinacgéo de nitroxolina, clioquinol e ciclopirox mostrou
75% de efeito sinérgico.

o As combinacdes triplas ndo apresentaram efeitos citotoxicos e
carcinogénicos nas plataformas de dados utilizadas. No entanto, a
combinacdo nitroxolina + clioquinol + ciclopirox apresentou um perfil de
mutagenicidade, enquanto nenhuma combinag&o apresentou corrosdo ocular,
irritacdo ocular e sensibilizacéo da pele.

o Podemos observar que os farmacos combinados alcangcam uma melhora
na atividade antifungica em comparacdo com os farmacos separados,
tornando-se uma opc¢éo mais segura, uma vez que sao usadas concentracoes
menores de farmacos do que as usadas isoladamente para alcancar o mesmo
resultado.

o Outra caracteristica importante € que as combinacdes ndo apresentam
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uma piora no perfil de toxicidade e podem até melhorar propriedades como
sensibilizacdo da pele, carcinogenicidade e irritacdo ocular quando
combinadas.

o A combinacao de ciclopirox e terbinafina tem sido usada com frequéncia
na medicina clinica. Entretanto, nosso estudo mostra que essa associacao
deve ser usada com mais cuidado uma vez que, ndo apresentou resposta
positiva in vitro e, portanto, pode néo trazer beneficios clinicos.

o O estudo piloto confirma que a D. melanogaster € um modelo adequado
para estudar a viruléncia e a eficdcia de medicamentos antifungicos em
espécies de dermatdfitos.

o As moscas WT foram resistentes a infec¢do por dermatoéfitos. Por outro
lado, as moscas Toll deficientes apresentaram uma mortalidade dependente
da concentracéo
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