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RESUMO

O género Cryptococcus caracteriza-se por um fungo leveduriforme que ¢ causador da
criptococose, uma infec¢do sistémica que acomete principalmente individuos
imunocomprometidos. As formas mais graves dessa doenca sdo a forma pneumonia e a
meningite criptocdcica, que quando nao tratada € fatal. A criptococose causa anualmente
cerca de 181 mil mortes, representando cerca de 65% dos casos totais diagnosticados da
doenca. O tratamento atual da criptococose ¢ realizado com anfotericina B, fluconazol
e flucitosina, que representam trés fases distintas do tratamento, cada uma com duragao
variando de 2 semanas a 2 anos. E um tratamento complexo, demorado, e que apresenta
alta toxicidade e altos custos medicamentosos e de hospitalizacdo. Além disso, o
desenvolvimento de resisténcia as opgdes de tratamento disponiveis tem alavancado nos
ultimos anos, sendo uma ameaca global a satide. Derivados de 8-hidroxiquinolina (§HQ)
tém apresentado efeitos bioldgicos interessantes. Novos derivados sulfonamida de SHQ
foram identificados por nosso grupo de pesquisa como bons candidatos a
antimicrobianos. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi a sintese quimica de novos
derivados sulfonamida de 8HQ, para estudar a importancia do substituinte da
sulfonamida na posi¢do 5 da 8HQ. Neste presente estudo foram obtidos 15 novos
derivados com rendimentos moderados. Foi possivel identificar 4 derivados de 8HQ-5-
sulfonamida que apresentaram boa atividade anti-Crypfococcus, com CIMs variando
entre 2 e 8§ ug/mL e que também foram capazes de alterar a morfologia da cépsula

fungica do Cryptococcus neoformans.

Palavras chave: Derivados de 8-hidroxiquinolina, criptococose, atividade antifungica,

sintese, sulfonamidas.






ABSTRACT

Title: Synthesis and evaluation of the antimicrobial activity of new substituted 5-

sulfonamide-8-hydroxiquinoline derivatives

The genus Cryptococcus is characterized by a yeast-like fungus that causes
cryptococcosis, a systemic infection that mainly affects immunocompromised
individuals. The most serious form of this disease is cryptococcal meningitis, which is
fatal if left untreated. Cryptococcosis causes about 181,000 deaths annually,
representing about 65% of the global diagnosed cases of the disease. Current treatment
of cryptococcosis is performed with amphotericin B, fluconazole and flucytosine, which
represent three distinct phases of treatment, each lasting from 2 weeks to 2 years. It is a
complex, time-consuming treatment, that presents high toxicity and high drug and
hospitalization costs. In addition, the development of resistance to available treatment
options has escalated in recent years, being a global health threat. 8-hydroxyquinoline
derivatives (8HQ) have shown interesting biological effects. New sulfonamide
derivatives of 8HQ were identified by our research group as good antimicrobial
candidates. Therefore, the aim of this study was the chemical synthesis of new
sulfonamide derivatives of 8HQ, to study the importance of the sulfonamide substituent
at position 5 of 8HQ. In the present study, 15 new derivatives were obtained with
moderate yields. It was possible to identify 4 8HQ-5-sulfonamide derivatives that
showed good anti-Cryptococcus activity, with MICs ranging between 2 and 8 pg/mL,
and that were also able to change the morphology of the fungal capsule of the

Cryptococcus neoformans cells.

Key words: 8-Hydroxyquinoline derivatives, cryptococcosis, antifungal activity,

synthesis, sulfonamides.
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1. Introducao

1.1. Aspectos gerais

As doengas infecciosas t€ém se tornado cada vez mais uma ameaga a saude global. H4
décadas as infecgdes s@o uma das principais causas de morte no mundo, sendo as
infecgOes invasivas as mais graves. Apesar de terem apresentado uma redugdo no
nimero de mortes nos ultimos anos, as infec¢des do trato respiratério inferior ainda
ocupam o quarto lugar dentre as dez maiores causas de mortes no mundo desde 2000 e
sdo consideradas as doengas transmissiveis mais mortais. Nos paises de baixa renda a
situacdo € mais alarmante, onde infec¢des do trato respiratorio inferior sdo a segunda
maior causa de mortalidade, ainda seguida de outras infecgdes transmissiveis entre as
dez maiores causas de morte [1]. A falta de acessibilidade ao tratamento com
antimicrobianos ¢ a principal causa deste indice aumentado em alguns paises,
caracterizando a importancia do fator socioecondomico no combate as infecgdes. Dentre
as principais infec¢des que representam uma ameaga a saide estao as infec¢des fingicas,
que costumam apresentar dificuldades no tratamento devido ao longo periodo de
utilizagdo e toxicidade dos farmacos. Além disso, com excecao dos fungos dermatofitos,
infecgdes fungicas ndo ocorrem com frequéncia em individuos imunocompetentes,
fazendo com que elas sejam frequentemente negligenciadas. As infec¢des fingicas de
mais dificil manejo atualmente sdo as micoses sistémicas: doencgas invasivas que
acometem principalmente individuos imunocomprometidos, causando cerca de 1,5
milhdes de mortes ao ano, quantidade de mortes similar a causada pela tuberculose e

trés vezes maior do que a causada pela malaria [67].

Uma importante micose que pode se tornar invasiva atualmente € a criptococose, uma
micose que, apesar de estar associada a um progndstico ruim em pacientes
imunocomprometidos, até a década de 1970 ndo era considerada clinicamente relevante
[3]. Porém, com o aumento de doencas imunossupressoras, infeccdes causadas pelo
género Cryptococcus tornaram-se mundialmente importantes, destacando-se

principalmente durante o auge da transmissd@o de HIV no inicio dos anos 2000, quando
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foram relatados mais de 1 milhdo de casos de criptococose por ano e, destes, cerca de
600 mil resultaram em morte [3]. A expansdo da distribuicio do coquetel de
medicamentos para terapia antirretroviral foi capaz de reduzir consideravelmente o
numero de casos da doenga ao mesmo tempo que os avangos na medicina aumentaram
o numero de individuos imunocomprometidos suscetiveis a infeccdo pelo género

Cryptococcus [3].

A forma atual mais grave de criptococose e também responsavel pelo maior nimero de
mortes causadas pela doenca ¢ a meningite criptocdcica [3]. Além disso, a criptococose
também ocorre com menor frequéncia como uma micose cutanea em humanos, além de
acometer também outros mamiferos domésticos como caes e gatos, e também animais
silvestres [56]. Os complexos de espécies mais frequentemente associados com a
criptococose sdo Cryptococcus neoformans e C. gattii, sendo o complexo C. neoformans
responsavel por mais de 90% dos casos de criptococose em pacientes imunossuprimidos
[57], enquanto C. gattii ¢ o principal causador da infeccdo em imunocompetentes,
totalizando cerca de 10% dos casos totais de criptococose no mundo ou até 15% quando
se trata de regides tropicais [58,59]. Em contrapartida, pacientes imunocompetentes
frequentemente apresentam-se assintomaticos, retardando o diagnostico da doenca e
aumentando as chances de tratamentos mais complexos, mesmo para estes casos mais

simples da doenca [66].

Sao listados trés grandes grupos de risco acometidos pela cryptococose, sdo eles:
pacientes portadores de HIV, pacientes transplantados e imunocompetentes. Como ja
citado anteriormente, 0s casos em pacientes soropositivos sao mais comuns, porém o
perfil da doenga tem apresentado alteracdes na tltima década dependendo do grupo
atingindo, sendo possivel observar maiores atrasos no diagnostico de pacientes
imunocompetentes juntamente com maior taxa de mortalidade neste grupo quando
acometidos de meningite criptococica. Sendo assim, mesmo com o aumento da
disponibilidade de terapia antirretroviral e surgimento de apresentagdes farmacéuticas
melhoradas no tratamento da criptococose, como a forma lipossomal da anfotericina B,

a frequéncia da infec¢@o nao se alterou nas ultimas duas décadas e a ocorréncia entre os
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trés grupos acometidos sofreu variagdes [15,16,17]. E um tratamento complexo,
bastante longo - podendo levar até dois anos, de alta toxicidade e altos custos
medicamentosos e de hospitalizagdo. Além disso, o desenvolvimento de resisténcia as
opcoes de tratamento disponiveis atualmente tem alavancado nos ultimos anos, sendo
reconhecido pela Organizacdo Mundial da Saude como uma ameaga global a saude e ao

desenvolvimento e que requer agdes urgentes [61].

O tratamento atual da criptococose ¢ realizado majoritariamente com anfotericina B,
fluconazol e flucitosina [24]. Os trés farmacos apresentam mecanismos de agao
distintos. A flucitosina, por atuar como analogo de citosina, apresenta altas taxas de
desenvolvimento de resisténcia e nao deve ser administrada como monoterapia. O
fluconazol inibe a sintese de ergosterol e os relatos de resisténcia de Cryptococcus spp.
tém aumentado gradativamente nas ultimas décadas. Por fim, a anfotericina B liga-se
diretamente ao ergosterol € potencialmente toxica as células mamiferas por interagir em
menor propor¢do com o colesterol. Outro fator relevante ¢ o tamanho molecular da
anfotericina B, que dificulta seu metabolismo. O desenvolvimento de pequenas
moléculas capazes de atuar em mecanismos exclusivos do fungo, se torna claro e

urgente.

Derivados de 8-hidroxiquinolina (8HQ) ou 8-quinolinol tém apresentado efeitos
bioldgicos interessantes como atividade antifungica, antibacteriana e antiparasitaria e
até mesmo estresse oxidativo contra a doenga de Alzheimer tem sido relatado [94].
Nosso grupo de pesquisa tem buscado encontrar novos derivados de 8HQ com atividade
antiflingica, o que nos levou a descoberta de novos derivados de 8-hidroxiquinolina 5,7-

substituidos com 6tima atividade anti-Candida [34, 35].

Compostos como o acido 8-hidroxi-5-quinolinosulfonico, 8-hidroxiquinolina-5-
sulfonamida e 8-hidroxiquinolina-5-(N-4-clorofenil)sulfonamida revelaram ser
candidatos antifungicos promissores por apresentarem valores de CIM mais baixos que
os medicamentos de referéncia contra as cepas testadas. Dos derivados de 8-

hidroxiquinolina-5-sulfonamida, observou-se melhor atividade antiflingica quando o
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substituinte ligado a sulfonamida era um anel aromatico ou um heterociclo insaturado
[34,35]. Além disso, alguns trabalhos também relatam atividade anti-Cryptococcus

interessante de derivados de 2-amino-4-feniltiazol [46,47,106].

Dito isso, o objetivo deste estudo foi a sintese de novos derivados sulfonamida de 8HQ,
com foco em substituintes heterociclicos insaturados, para estudar a importancia do
substituinte da sulfonamida na posicao 5 de 8HQ. Além disso, ¢ proposto um hibrido de
feniltiazol com 5-sulfonamida-8-hidroxiquinolina, visando uma melhor interacdo com

o receptor e, consequentemente, uma melhora na atividade desses derivados.

1.2. Revisao bibliografica

1.2.1. Dados epidemioldgicos

A criptococose ¢ uma infeccdo predominantemente oportunista, que se apresenta
principalmente na forma sistémica. Sua forma mais comum € a meningite criptocdcica
e ocorre com maior frequéncia em individuos que apresentam o sistema imunologico
comprometido, como na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) ou em
pacientes que apresentam alguma outra forma de deplecdo da producgdo de leucoécitos,
podendo essa ser causada primariamente por alguma doenca ou por terapia
medicamentosa com imunossupressores € citostaticos [7]. Sua forma cutanea ocorre em
cerca de 10 a 15% dos individuos com a doenca na forma sistémica, sendo a inocula¢do

traumatica primdaria na pele uma forma mais rara de infeccao [8].

Dentre os dados epidemiologicos globais sobre infecgdes fungicas que acometem o
SNC, a meningoencefalite criptocdcica ¢ a infec¢do mais comum, sendo mais comum
em regides com acesso médico dificultado e infecgdes nao controladas por HIV [9]. A
deficiéncia na imunidade celular, especialmente quando mediada por linfocitos CD4+,
¢ o principal fator negativo para a progressdao da doencga, seguido de imunossupressao
associada ao transplante de 6rgaos e administragdo continuada de corticosterdides e for
fim a presenga de outras doengas malignas, sarcoidose e também insuficiéncia hepatica

e renal [4,6,14]. Apos a implementacao da terapia antirretroviral (ARV) houve uma
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mudancga favordvel nos casos de criptococose associados a portadores de HIV. No
entanto, o diagnotico tardio, a dificuldade de acesso a ARV e até mesmo a falha deste
tratamento resultam em falha no cuidado ao paciente com HIV e no desenvolvimento
de meningite criptocdcica. Ao mesmo tempo que a reducdo dos casos em pacientes
corretamento tratados com ARV ¢ observada, ainda que apenas em paises com acesso a
essa terapia, nota-se um aumento na incidéncia da doengca em outras situagdes

imunossupressoras, como os individuos transplantados [15, 16].

A meningite criptocdcica representa aproximadamente 80% dos casos totais de morte
por criptococose, sendo a principal causa de meningite em adultos portadores de HIV
no mundo e apresentando taxa de mortalidade de 100% caso a infec¢do ndo seja tratada.
Por acometer principalmente individuos aidéticos, a meningite criptocdcica ¢ também

considerada um indicador de sucesso ou falha do programa de tratamento do HIV [3].

Estima-se que a quantidade total de casos de meningite criptococica no mundo
anualmente seja cerca de 223100, ja que em 2014 foram registradas 181100 mortes.
Sendo assim, a meningite criptocdcica ¢ responsavel por aproximadamente 15% das
mortes associadas a SIDA, fazendo com que a criptococose seja a segunda maior causa
de mortalidade em pacientes aidéticos, sendo a primeira maior causa a tuberculose [3,5].
Em regides com acesso aos medicamentos antirretrovirais dificultado, como regides da
Africa subsaariana, os casos de meningite criptococica ainda sio relacionados a altos
indices de mortalidade, representando 73% dos casos mundias. O segundo maior
nimero de casos de meningite criptocdcica ocorre na regido da Asia-Pacifico, com 19%

de casos (Figura 1) [3,7,9].

A criptococose ¢ atualmente um grande problema de saude publica, inclusive no Brasil,
caracterizado pelo diagnostico tardio e por apresentar altas taxas de mortalidade. Um
estudo publicado em 2019 apresentou o perfil epidemioldgico da criptococose no Brasil
entre 2000 e 2012, onde foram registradas 5755 mortes que tiveram Cryptoccocus spp.

associado como uma das causas do o6bito. 19,5% destes consideraram a criptococose
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como causa basica da morte e o restante foi associado a outros fatores de risco para o

falecimento, onde a AIDS ¢ o principal destes fatores [4].

&

Cryptococcal infection annual incidence
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Figura 1. Prevaléncia de casos de criptococose no mundo (Rajasingham, 2017).

A espécie C. neoformans € a principal causadora de criptococose, sendo responsavel por
mais de 90% dos casos. A espécie C. gattii representa apenas 10% dos casos, ou até
15% quando se trata de regides tropicais. No entanto, essa fracdo era quase despresivel
até o ano de 1999, quando ocorreu a epidemia de criptococose ocasionada por C. gattii
[5]. Atualmente, ndo ¢ possivel apontar um nicho especifico para C. neoformans e C.
gattii, ja que elas podem ser encontradas em todos os continentes e em diversos
substratos no meio meio ambiente, sendo ligeiramente mais comum em locais de clima
tropical e subtropical [73]. O principal habitat do C. neoformans sao excrementos secos
de aves, mais comumente pombos, podendo também ser encontrado no solo, em
fragmentos de vegetacdo e poeira doméstica. Além disso, infecgdes por C. neoformans
sdo mais prevalentes em regides urbanas de clima temperado e frio [74]. J4 o nicho
ecologico do C. gattii estd mais relacionado a vegetagdo e areas rurais, sendo muito

comum em eucaliptos, e € responsavel por infeccdes em climas tropicais e subtropicais

[57,58].
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Hoje, sdo considerados cinco sorotipos (A, B, C, D e AD) de isolados de C. neoformans
e C. gattii e oito tipos moleculares, que sdo: VNI e VNII que correspondem a C.
neoformans var. grubii sorotipo A, VNIII que caracteriza hibridos de C. neoformans
sorotipo AD, VNIV correspondente a C. neoformans sorotipo D e VGI, VGII, VGIII e
VGIV correspondentes a C. gattii sorotipos B e C [73, 75]. Nas infec¢des por C.
neoformans o sorotipo A variedade grubii ¢ encontrada com maior frequéncia e nas

infecgoes por C. gattii prevalece o sorotipo B [73].

1.2.2. Patologia e patogeno

O agente etioldgico Cryptococcus neoformans ¢ a forma assexuada do basideomiceto
Filobasidiella neoformans, ambas leveduras encapsuladas. Os fungos deste género
apresentam capsula polissacaridica e sdo considerados patégenos acidentais por nao
necessitarem do hospedeiro mamifero para completar seu ciclo de vida [5,20]. o
Cryptococcus spp. € encontrado no ambiente crescendo como levedura hapléide, que se
replica assexuadamente por mitose. A forma filamentosa do fungo ¢ resultado da
reprodu¢do sexuada e forma filamentos dicaridticos (com nucleos distintos) que podem
produzir basidiésporos a partir de meiose [5,14]. Os esporos do fungo apresentam
polissacarideos especiais, ligeiramente diferenciados daqueles presentes nas formas
leveduriforme e filamentosa, que proporcionam maior prote¢ao do ambiente ao fungo

[23].

C. neoformans € o patdgeno responsavel pela maior parte das infec¢des causadas por
este género, causando infecgdes tanto em imunocomprometidos quanto
imunocompetentes, e ¢, consequentemente, a espécie melhor compreendida até o
momento. Por outro lado, a maioria das infec¢des causadas por C. gattii ocorre em
pacientes aparentemente imunocompetentes. Apesar das duas espécies acometerem
individuos imunocompetentes, a quantidade destes que apresentam infecgdes por C.
gattii € consideravelmente maior. Além disso, o perfil da doenga pode se apresentar

diferente dependendo da espécie de Cryptococcus. Enquanto infec¢des por C.
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neoformans costumam evoluir para quadros de disseminacdo para o SNC a partir da
infec¢do pulmonar, as infecgdes por C. gattii apresentam-se mais frequentemente como
abscessos focais no cérebro e no pulmao. Sugerindo que o C. gatti possua caracteristicas
de viruléncia com tendéncia a promover infec¢des localizadas nos tecidos, sem

disseminagao sistémica [18,19].

A resposta imune ao Cryptoccocus spp. ¢ mediada por macrofagos e células dendriticas,
que atuam no reconhecimento, apresentacao de antigeno e ativacao da resposta imune
no hospedeiro para fagocitose. Além da morte intracelular e extracelular do patdgeno
mediada por células, também pode ocorrer a formagdo de granuloma através do
sequestramento da levedura no tecido por macréfagos, caracterizando a presenca de
abscessos focais. E estes ocorrem com maior frequéncia em infecgdes por C. gattii,
porque a espécie apresenta uma taxa de proliferagdo intracelular em macrofagos maior

do que o C. neoformans [11, 88].

O processo de infec¢do pelo Cryptococcus spp. no organismo do hospedeiro inicia no
pulmao (exceto quando a infec¢do ¢ cutanea), levando inicialmente ao desenvolvimento
da primoinfec¢ao localizada no pulmao e dependendo da capacidade de resposta imune
do hospedeiro, assim como da viruléncia da cepa infectante, o microrganismo pode
seguir para disseminagdo hematogénica e atingir o SNC e outros 6rgdos. A infec¢do
primaria no pulmdo ¢ muitas vezes assintomatica e em pacientes imunocompetentes
pode regredir espontaneamente. Sendo assim, 0 mecanismo mais significativo do género
Cryptococcus na doenga € a sua disseminag¢ao do pulmao para a corrente sanguinea e
posteriormente para o SNC, o qual depende de permeagao por diversas barreiras e leva

as formas mais graves da doenca, como a meningite criptococica [14].

1.2.3. Fatores de viruléncia

Novas rotas metabdlicas e alvos antifingicos estdo sendo estudados para identificar

provaveis novos compostos antifingicos, através de mecanismos de acdo ainda ndo
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utilizados. Além de sugerir novas estruturas com atividade antifingica, analisar os
mecanismos de viruléncia do microrganismo também pode direcionar para a descoberta

de estratégias ndo medicamentosas que podem potencializar o tratamento [66].

Por se tratar de um fungo ambiental que causa infec¢ao oportunista em humanos, o
género Cryptococcus depende de processos de transi¢do do ambiente para o organismo
humano para poder se desenvolver nas condi¢des hostis dele. Para isso, o género
Cryptococcus desenvolveu diversos fatores de viruléncia, sendo que os principais sao:
capsula polissacaridea, producdo de melanina e integridade de parede celular,
termotolerancia e secre¢do de enzimas extracelulares. Alguns autores sugerem que este
género tenha adquirido estes fatores de viruléncia para protecdo e sobrevivéncia no
ambiente, como a produ¢ao de melanina, que ocorreu para proteger a célula fungica da
radiacdo ultravioleta, e a capsula polissacaridica, que mostrou evitar a fagocitose e
ingestdo dessa levedura por amebas e nematdides como Acanthamoeba castellanii e

Dictyostelium discoideum [21,22].

1.2.3.1. Capsula fungica e parede celular

A capsula fingica tem funcdo de proteger a célula contra desidratagdo e
consequentemente atua como uma barreira fisica que prejudica o mecanismo de
fagocitose por leucocitos que estd intimamente relacionado com o acesso ao SNC e o
estabelecimento da doenca. A cépsula ¢ composta majoritariamente por dois
polissacarideos: glicuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM); além de
manoproteinas que representam cerca de 1% da estrutura capsular [12]. As
manoproteinas estdo associadas com a ativacdo de células T do sistema imune do
hospedeiro e adesdo as células epiteliais do pulmao [69, 88]. A GXM representa
aproximadamente 90% da composicao da capsula e é reconhecida como o principal fator
de viruléncia do fungo, j& que cepas que nao expressam essa proteina ndo apresentam
viruléncia [13]. A expessura da capsula ¢ muito importante, ja que cepas de C.

neoformans com maior expessura de capsula apresentaram resisténcia a anfotericina B,
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além de maior viruléncia [78]. Estudos in vivo mostram que a estrutura e expessura da
capsula variam conforme local e estagio de infec¢do, sugerindo que a capsula seja
determinante para a evasdao do fungo do sistema imune [87]. Isolados clinicos de
Cryptococcus spp. apresentam com frequéncia células com expessura de capsula e corpo
aumentados, chamados de células gigantes, que sdo resistentes a fagocitose (Figura 2)
[91, 92]. Duas enzimas sao consideradas principais na sintese da capsula pelo fungo, a
xilosiltranferase (Cxtl) e a lactonohidrolase (Lhcl). A inibi¢do da producao destas
enzimas resulta na reducgdo da viruléncia do Cryptococcus, sinalizando um possivel alvo

terapéutico para o tratamento da criptococose [79,80].

Figura 2. Imagens de microscopia que comparam tamanho de célula e espessura capsular de C.
neoformans cultivado in vitro (A) em meio Sabouraud e isolados clinicos (B). As imagens Al e Bl
sdo de microscopia Optica e as imagens A2 e B2 de microscopia eletronica de varredura. Adaptado de

Zaragoza et al. 2010.

Logo ap6s a capsula, o Cryptococcus spp. possui uma parede celular composta por
glicanos, quitosana, proteinas ancoradas ao glicosilfofatidilinositol e melanina. Diversas
destas estruturas celulares participam da interacdo patogeno-células endoteliais do
hospedeiro, como a fosfolipase B, a urease e a metaloprotease Mprl. Sugere-se que a
Mprl seja capaz de induzir rearranjos no citoesqueleto das células endoteliais para

facilitar a permeacao do fungo [14, 88, 89]. A urease também ¢ secretada pelo fungo
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para provocar a hidrolise da ureia no organismo do hospedeiro, que resulta na formagao

de amonia e carbamato e facilita e invasao dele no SNC [90].

1.2.3.2. Melanina

Além de proteinas de sinalizagdo, metais essenciais como cobre, zinco e ferro também
participam dos mecanismos de viruléncia do fungo. A resposta imune inata dos
vertebrados atua sequestrando metais essenciais em defesa a infec¢des fungicas. O C.
neoformans € capaz de regular a expressao de genes responsaveis pela captacao desses
pela levedura. A producdo de um dos principais fatores de viruléncia do fungo, a
melanina, ¢ realizada por enzimas denominadas lacases. Esta enzima e também outras
oxidases, como a Cfol, presentes no fungo utilizam e promovem a homeostase do ferro
e do cobre no C. neoformans. A utilizagdo de cobre pela enzima lacase depende da
chaperona ATX1 e da ATPase CCC2. A inibicao dessas enzimas impede a producgdo de
melanina e faz com que a captacdo desses metais essenciais se torne um alvo promissor
para o desenvolvimento de novas drogas [48]. Além disso, a abundancia de
biodisponibilidade de ferro no organismo do hospedeiro pode favorecer o tropismo da
doenga a0 mesmo tempo que a inibicdo destes metais, através de compostos quelantes

como a 8HQ, pode ser uma estratégia de tratamento para a infecgao [14,83].

A melanina esta altamente envolvida no processo de resisténcia do Cryptococcus spp.
ao sistema de defesa mamifero. Caracterizada como uma molécula antioxidante, a
melanina confere protecdo contra as espécies reativas de oxigénio produzidas por
macrofagos, contribuindo para a evasdo do fungo da fagocitose e consequente
disseminacao extrapulmonar [14, 21, 88]. A melanina ¢ sintetizada por enzimas lacases
a partir de precursores dopaminérgicos, principalmente o L-DOPA, e a presenca
aumentada dessa classe de moléculas no SNC ¢ apontada como um facilitador do

neuotropismo apresentado pelo fungo [14].

1.2.3.3. Termotolerancia
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Outro fator de viruléncia importante desenvolvido pelo Cryptococcus spp. € a
capacidade de se desenvolver a temperaturas entre 37 e 39°C, o que possibilita a
infeccdo do organismo humano pelo fungo. O fator mais frequentemente relacionado a
termotolerancia, e também capacidade do fungo sobreviver ao estresse gerado pela
resposta imunoldgica do hospedeiro, € a presenca de calcineurina, proteina que tem sua
sinalizacdo regulada majoritariamente por pelos genes CNAIl e CTS1 que quando
silenciados tornam o fungo sensivel a temperatura fisioldgica de 37°C [50, 51, 55]. Além
da calcineurina, mutagdes dos transposons que levam ao desenvolvimento de resisténcia
a medicamentos, como o 5-fluorouracil e a rapamicina, foram observadas quando o
Cryptococcus foi incubado a 37°C. Este processo nao foi observado em cepas mantidas
a 30°C, sugerindo que a mobilizacdo dependente de temperatura de tais elementos
transponiveis seja um mecanismo promotor de resisténcia aos antifungicos, além de

promover a patogénese do microrganismo [49].

Microrganismos patogénicos de diferentes tipos apresentam uma tendéncia a
desenvolver mecanismos compartilhados de viruléncia entre si. Essas caracteristicas em
comum podem variar desde o local de infec¢do até o padrao de indugdo da resposta
imune. Mecanismos de resisténcia semelhantes aos apresentados pelo C. neoformans
foram observados em cepas de Mycobacterium tuberculosis. Dentre 0os mecanismos
mais importantes em comum, destaca-se a capacidade de inibi¢cao da resposta imune no
hospedeiro através da perturbagao da producao de TNF-a por células natural killer e de
fator estimulador de colonias granulocitarias (G-CSF). Além desses, a composi¢ao da
capsula do Cryptococcus spp. rica em manoproteinas ¢ comparavel com a composi¢ao

dos polissacarideos extraidos da capsula do M. tuberculosis [28].

1.2.4. Tratamento

Em relagdo a meningite criptococica, as diretrizes mais atuais recomendam realizar o
tratamento em trés etapas: inducao, consolidacao e manutencao, respectivamente. Um

dos objetivos deste tratamento ¢ utilizar antifingicos com mecanismos de agdo
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diferentes am cada fase do tratamento (como no Figura 3), a fim de minimizar o
desenvolvimento de resisténcia ao longo da terapia medicamentosa e também diminuir
a incidéncia de efeitos colaterais graves. A fase de indugao se da pela hospitalizagao dos
pacientes e foca no rapido exterminio do fungo e inicia-se com uma semana de
anfotericina B e flucitosina, seguida por uma semana de fluconazol. O mecanismo de
acdo da anfotericina B se da pela sua interacao hidrofobica com o ergosterol da
membrana celular do fungo (Figura 3), desestabilizando-a e reduzindo a integridade
membranosa. Ja a flucitosina, ¢ um andlogo de pirimidina, com espectro de agdo

limitado, que atua inibindo a sintese de DNA e RNA (Figura 3) [66, 101].
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Figura 3. Locais de atuagdo dos trés farmacos utilizados no tratamento da criptococose atualmente.

A anfotericina B ¢ mais indicada na sua forma lipossomal do que o desoxicolato (forma
geralmente administrada) por apresentar maior seguranca terapéutica, porém ¢ um
medicamento de alto custo, ainda bastante inatingivel em paises subdesenvolvidos. Em
muitos paises a flucitosina permanece indisponivel devido ao seu alto custo, assim como
ocorre algumas vezes com a anfotericina B. Nestes casos, recomenda-se que na fase de
indu¢do seja administrada apenas anfotericina B ou o conjunto de flucitosina e

fluconazol [63].
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Mais da metade dos pacientes ainda positiva para a presenga do fungo no fluido
cerebroespinhal apds a terapia de indugao [64]. Por esse motivo, a fase de consolidagao
¢ caracterizada pelo foco no tratamento da causa da imunossupressao (como a terapia
antirretroviral no caso de portadores de HIV) e reducao dos antifungicos, porém por um
periodo mais longo do que a fase anterior. Essa fase ¢ realizada com fluconazol, um
antifungico de amplo espectro que faz parte da classe dos azois. Ele atua na rota
biossintética do ergosterol — principal esterol de membrana plasmatica fingica inibindo

a remocao oxidativa da metila do lanosterol pela enzima lanosterol-14-a-desmetilase.

Além de desestabilizar a membrana plasmatica, a inibicdo da lanosterol-14-a-
desmetilase causa acumulo de 14-o-metil-3,6-diol na célula fungica, um componente
toxico ao fungo [66, 101]. Administra-se cerca de 800 mg por dia durante um periodo
de 8 a 12 semanas. Apds esse periodo, pacientes imunocomprometidos permanecem sob
risco de recidiva da doenga. Assim, a fase de manutengdo se da pela reducao da dose
diaria de fluconazol para 200 mg e ¢ finalizada somente quando o paciente esteja estavel
(carga viral totalmente suprimida) e com contagem de células CD4 seja > 100/uL ou
200/pL para quando o teste de carga viral ndo for uma op¢ao. Essa ultima fase costuma

ter duracao de aproximadamente um ano [26,62,63].

Quanto a criptococose ndo meningea, sugere-se que o tratamento seja realizado com
fluconazol, iniciando com doses iniciais de 800 mg ao dia com retirada gradual do
farmaco. J& para casos de criptococoma, sugere-se que o manejo seja similar ao da
meningite criptococica, considerando o quadro clinico do hospedeiro, ja que o
itraconazol apresenta maiores riscos de interacdes medicamentosas com antivirais

utilizados em algumas terapias antirretrovirais [24, 63].

Observa-se que o tratamento para a criptococose ¢ complexo, bastante delicado e
demorado, sendo necessario considerar a disponibilidade e toxicidade dos
medicamentos em conjunto com o quadro clinico do paciente. Ainda, corroborando para
um cendrio desfavoravel, o género Cryptococcus apresenta resisténcia intrinseca as

equinocandinas, Unica classe nova de antifingicos aprovada na ultima década. Tais fatos
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evidenciam a necessidade de desenvolvimento de novas moléculas com atividade anti-

Cryptococcus [2].

1.2.4.1. Resisténcia e limitacoes

A resisténcia antimicrobiana aumenta intrinsecamente ao longo dos anos, devido ao uso
diario de antimicrobianos e ao processo adaptativo natural das espécies. No entanto, a
principal causa para o surgimento de organismos multirresistentes ¢ o uso indevido e
excessivo de antimicrobianos, o que torna a resisténcia antimicrobiana uma das 10
maiores ameagas a saude global. Neste contexto, a recente pandemia de COVID-19
também contribuiu para o aumento da resisténcia antimicrobiana — como a multi-
resisténcia a farmacos azolicos, principalmente pelo alto uso de antimicrobianos em
pacientes sem infec¢do secundaria. Além de diminuir as chances de tratamentos bem
sucedidos, aumentando o niimero de mortes, os tratamentos tornam-se mais longos
resultando em internagdes hospitalares por maiores periodos e medicamentos mais

caros, fazendo com que o impacto na economia seja bastante significativo [1,61,76].

Relatos de resisténcia de cepas clinicas de Cryptococcus spp. ao antifungico fluconazol
tém sido reportados com frequéncia. Em um estudo publicado em 2019 que considerou
11049 isolados de Cryptococcus, Chesdachai e colabores relatam que a concentragdo
inibitéria minima média para 50% dos isolados (CIMS50) que era de 4 pg/mL entre 2000
e 2012 aumentou para 8 ug/mL entre 2014 e 2018. Outro estudo realizado na Africa do
Sul também relata valores de CIM50 e CIM90 (concentracdo minima capaz de inibir o
crescimento de no minimo 90% dos isolados) estavam maiores em 2017 em comparagao
a 2007, sugerindo que a dose recomendada de fluconazol atualmente pode ndo ser mais
adequada, levando ao aumento de dose do farmaco e, consequentemente, toxicidade do

tratamento [25,77].

Além da resisténcia e de apresentar baixissima biodisponibilidade oral, a alta afinidade

da anfotericina B com o ergosterol leva a interagdo deste farmaco, em escala menor,
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com o colesterol da membrana celular de mamiferos, sendo a principal causa da
nefrotoxicidade [93]. Quando administrada apenas na forma endovenosa para
criptococose, a anfotericina B ¢ altamente nefrotoxica e apresenta baixo indice
terapéutico, limitando seu uso por mais de uma semana de tratamento. Até mesmo o
guia para manejo da criptococose em portadores de HIV da OMS considera necessario
um rigido acompanhamento do paciente sob administragdo de anfotericina B, que inclui
supplementagdo com eletrolitos e monitoramento de niveis séricos de hemoglobina,

creatinina e potassio devido a provavel causa de anemia severa e insuficiéncia renal [26].

1.2.5. Novos compostos

A descoberta de novas pequenas moléculas com novos mecanismos de a¢ao se mostra
favoravel para o cenario atual da criptococose. Derivados quinolinicos apresentam um
amplo espectro de atividades bioldgicas. A 8HQ (Figura 4) e seus derivados sao
protagonistas de muitos estudos devido as suas atividades antifungica [33,34,35],
antibacteriana [30], antiparasitdria [31], antioxidante e demonstram interessante
atividade para o tratamento da doenga de Alzheimer [29,32]. Joaquim e colaboradores
apontaram a prevaléncia de estudos com derivados de 8HQ que apresentam atividade

antimicrobiana [94].

Adicionalmente, dois derivados de 8HQ sdo atualmente farmacos de uso clinico,
corroborando para o potencial farmacologico da molécula, sdao eles: clioquinol e
nitroxolina. O clioquinol é um derivado halogenado que foi utilizado entre os anos 1950
e 1960 como antiparasitario oral no tratamento e prevengdo de amebiase. No entanto,
foi retirado do mercado na década de 70 devido a relatos de casos de neuropatia mielo-
optica subaguda (SMON) em pacientes japoneses, sendo comercializado atualmente
apenas em formulagdes topicas [38]. O clioquinol continua sendo estudado atualmente,
pois apresenta atividade bioldgica relevante, como atividade anticancer e terapéutica
contra a doenca de Alzheimer [36,37]. Além disso, o mecanismo que leva a

neurotoxicidade do clioquinol ndo € conclusivo e sugere-se que descendentes japoneses
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tenham predisposi¢do genética a neurotoxicidade causada pelo clioquinol [39]. A
atividade anti-Candida e antidermatofitica do clioquinol foi avaliada por Pippi e
colaboradores, apresentando valores de CIM90 entre 0,25 e 2 ng/ml, além de apresentar

atividade fungicida contra Trichophyton mentagrophytes [34].
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Figura 4. Representacao da estrutura molecular da 8-hidroxiquinolina (8HQ), do clioquinol e da

nitroxolina.

J& a nitroxolina (Figura 4), derivado ndo-halogenado da 8-hidroxiquinolina, se destaca
por apresentar bom potencial antimicrobiano e bom indice de seguranca terapéutica. E
utilizada ha mais de cinco décadas no tratamento de infecgdes do trato urinario (ITU)
na Europa [40,41,42]. Um estudo realizado por Naber e colaboradores em 2014
demonstrou que a nitroxolina apresentou-se igualmente eficaz ao norfloxacino e ao
cotrimoxazol na eliminacdo de bacteriuria no tratamento de ITU niao complicada. Os
autores ressaltam que o aumento global no indice de resisténcia para o cotrimoxazol e
as fluoroquinolonas nao ocorre para a nitroxolina [43]. Interessantemente, a nitroxolina
ja foi reportada como ativa contra Candida auris, um fungo leveduriforme assim como
o Cryptococcus e que € multiresistente [104]. Devido a sua atividade quelante de cations,
por ser um derivado 8-hidroxiquinolinico, a nitroxolina também foi considerada um
agente muito eficaz contra isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa, um

importante formador de biofilme em dispositivos médicos [44].

A obtencao de derivados substituidos nas posi¢des 5 e 7 da 8HQ ¢ mais favoravel, ja

que a hidroxila na posi¢do 8 ¢ um orientador para substitui¢des em orto e para [103].
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Assim, a avaliagdo destes derivados ¢ uma boa alternativa na busca de novos compostos
ativos. Lam e colaboradores reportaram que o derivado 5,7-dibromoquinolin-8-ol foi
mais ativo do que derivados nao-substituidos nestas posi¢cdes contra cepas de

Staphylococcus aureus, considerado o principal causador de infec¢do nosocomial [45].

Diversos estudos comparam a atividade de diferentes substituintes nas posigoes 5 e 7 da
8HQ contra microrganismos patogénicos. Acidos sulfonicos derivados de 8HQ, como
substituintes na posi¢do 5, apresentaram boa atividade contra as leveduras Candida
albicans e C. glabrata, sendo que o dacido 8-hidroxi-5-quinolinassulfonico 1a
demonstrou ser mais potente, com CIM de 4.44 uM, do que seu derivado 7-iodo
substituido 1b (Figura 5). Além disso, estes derivados ndo apresentaram toxicidade em
avaliacao histopatoldgica de tecido suino [94]. A fim de contornar o carater acido e
provavel ionizagdo destas moléculas em pH bioldgico, nosso grupo de pesquisa também
tem avaliado a atividade de derivados 5-sulfonamida de 8HQ contra patégenos fungicos
como Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Microsporum canis e Microsporum. gypseum, Trichophyton

mentagrophytes e Trichophyton. rubrum.
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Figura 5. Representacéo da estrutura quimica dos derivados 8-hidroxi-5-quinolinassulfonico (1a) e 8-

hidroxi-7-iodo-5-quinolinassulfonico (1b).

Foram avaliados derivados 8-hidroxiquinolina-5-sulfonamida-N-substituidos com
grupamentos aromadticos e alifaticos (1¢ - 1h Figura 6). O derivado 1c¢, contendo um
clorobenzeno como substituinte da sulfonamida, foi o mais ativo contra todas as cepas
testadas, com CIMs de 3 - 12 uM para fungos, seguido do derivado 1d, com CIMs de
12,1 — 48,5 uM, inclusive para cepas resistentes ao fluconazol. No entanto, o composto

1d atingiu o efeito inibitério médximo com menor concentra¢dao do que o derivado 1¢ na
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modelagem farmacocinética. Sendo assim, os derivados 1c¢ e 1d sdo bons candidatos a

antifungicos [35].
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Figura 6. Representacdo da estrutura quimica dos derivados 8-hidroxiquina-5-sulfonamidas testados

por Joaquim e colaboradores (2019) e Musiol e colaboradores (2010).

Musiol e colaboradores também avaliaram derivados 8-hidroxiquinolina-5-
sulfonamida-N-substituidos com grupamentos aromaticos (1i e 1j, Figura 6). Neste caso,
o grupamento aromatico foi espagcado do nitrogénio da sulfonamida por duas e quatro
ligacdes de carbono, as quais resultaram em reducdo da atividade destes compostos
contra Candida sp. e dermatofitos [105]. Além de ndo apresentar citotoxicidade, nosso
grupo de pesquisa mostrou recentemente que o derivado 1¢ foi ativo contra a formagao
de biofilmes de Candida albicans em CIM baixa (3 — 12 uM) e também apresentou
efeito sinérgico com fluconazol, sugerindo que o mecanismo de acdo dos compostos
seja diferente [106]. Atividades antifiingicas interessantes também foram observadas
para derivados com substituintes azélicos na posi¢ao 5 da 8HQ (2a — 2e, Figura 7), dos
quais a melhor atividade observada foi dos derivados N-sutituidos com grupamentos

aromaticos, como os derivados 2b e 2c.
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Figura 7. Representacao da estrutura quimica dos derivados 8-hidroxiquina-5-triazois testados por

Silva e colaboradores (2021).

Em estudos realizados por Sa e colaboradores, avaliou-se a atividade anti-C. neoformans
e anti-C. gattii de derivados heterociclicos tiazolicos. Dos treze compostos avaliados, os
derivados 3a, 3b, 3¢ e 3d (Figura 8) apresentaram interessante atividade contra as cepas
de Cryptococcus spp. testadas, com valores de CIM menores do que o fluconazol,
variando de 1-3,4 uM, 0,9-1,7 uM, 0,7-2,2 uM e 1,4-4,5 uM, respectivamente. Além
disso, ndo apresentaram citotoxicidade para células mamiferas e as curvas de morte
obtidas na avaliagdo farmacocinética sdo comparaveis as curvas dos farmacos utilizados
atualmente: anfotericina B e fluconazol [46]. Também, os autores comentam que o
derivado 3a ja foi reportado anteriormente com interessante atividade antifingica contra

cepas de C. albicans, C. neoformans e Aspergillus flavus [106].
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Figura 8. Representacao da estrutura quimica dos compostos 3a, 3b, 3¢ ¢ 3d testados por Sa e
colaboradores (2015) contra C. cryptococcus e C. gattii, que apresentaram valores de CIM menores

que o fluconazol no mesmo estudo.
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O derivado 3a também apresentou recentemente atividade anti-Cryptococcus e anti-
Candida em estudos in vivo, resultando no aumento de sobrevida de Galleria mellonella
apos infecgdo por C. neoformans e C. gattii e C. albicans e redugdo da carga flingica em
modelos murinos [108]. Outro estudo realizado por Hagras e colaboradores também
demonstrou que derivados de oxadiazoliltiazol, em especial o derivado 3e com um
grupamento p-terc-butil-fenil ligado ao tiazol (Figura 9), apresentaram atividade
antifungica interessante contra cepas de isolados clinicos de Candida spp, Cryptococcus
spp e Aspergillus fumigatus. O derivado 3e também apresentou ndo ser toxico contra
células Vero e células humanas (Caco-2). Os valores de CIM obtidos variaram entre
0,125 pg/mL para C. glabrata, 8,0 ng/mL para C. albicans e A. fumigatus, também
apresentando atividade na faixa de micromolar baixo, como 2,0 pg/mL para C. auris.
Além disso, este derivado superou o fluconazol na inibi¢ao de produgao de biofilme por

Candida spp. [47].
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Figura 9. Representacdo da estrutura quimica do derivado 3e testado por Hagras e colaboradores

(2020).

Derivados de 2-aminotiazol, em sua maioria, apresentam etapas simples e,
consequentemente de baixo custo, de sintese quimica, sendo considerados versateis e
bons candidatos a grupos farmacoféricos na busca de novas moléculas [71]. Além disso,
outros trabalhos também relatam atividade antifungica interessante de derivados de 2-
amino-4-feniltiazol contra cepas de C. albicans, com CIMs menores do que o

fluconazol, que variam entre 0.015-7.81 pg/ml [70, 72].

Baseando-se na boa atividade antifingica ja apresentada por derivados 8-

hidroxiquinolina-5-sulfonamidas em estudos do nosso grupo de pesquisa, em especial o
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derivado 1c¢, na atividade antifungica apresentada por derivados azodlicos de 8-
hidroxiquinolina e atividade anti-Cryptococcus apresentada por derivados
feniltiazodlicos, a sintese de novos derivados que combinem as caracteristicas quimicas
destes composto pode ser uma alternativa interessante para a busca de novas moléculas

com atividade anti-Cryptococcus.
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O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da dissertagdo defendida ocupa
o intervalo compreendido entre as paginas 33 — 48, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparagao para publicacdo em periodico cientifico. Consta de descri¢ao
da sintese quimica de novos compostos a partir da molécula 8-hidroxiquinolina, da
purificagdo e posterior caracterizagdo deles. Os novos compostos obtidos tiveram
atividade antifungica testada contra uma cepa de Cryptococcus neoformans € uma cepa
de Cryptococcus gattii.
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3. Discussao geral

3.1. Mecanismo de acao

A 8HQ ¢ um iondforo de alguns metais essenciais, como o cobre, promovendo
alteracdes no metabolismo deste metal no fungo. Ela ¢ capaz de aumentar a concentragao
intracelular de cobre independente da acdao de transportadores de cobre. Durante a
infec¢do por Cryptococcus spp. Os macréfagos alveolares compartimentam o cobre em
fagossomos e metalotioneinas, como MT1 e MT2, sdo necessarias para a sobrevivéncia
do patégeno. A transcricio de MT1 e MT2 ¢ altamente ativada no fungo durante a
infec¢do nos pulmdes na tentativa de manter a homeostase de cobre [84]. Assim como
a presenga de macrofagos, a 8HQ também foi capaz de induzir a expressao de MT1 e
MT2, devido a sua atividade ionoférica que sobrecarrega os mecanismos de resisténcia

ao cobre do Cryptococcus, induzindo a morte do fungo [82].

Diversos estudos sugerem que a atividade antimicrobiana da 8HQ se da pela capacidade
quelante da molécula (Figura 10) [97]. Em estudos que avaliariam derivados de 8HQ
para atividade antimicrobiana, nota-se que substitui¢des no nitrogénio da piridina e na
hidroxila reduzem a concentragdo minima de inibicdo desses compostos contra os
microrganismos, fortalecendo a importancia da atividade quelante na molécula [94]. A
Figura 10 ilustra a interacdo de 8HQ com ferro e cobre, através de ligagcdes covalentes
e coordenadas, onde duas ou mais moléculas de 8HQ compartilham seus elétrons com

o ion metalico [103].

=
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Figura 10. Esquema da interacdo da 8-hidroxiquinolina com os metais Ferro e Cobre, através de

ligacdes covalentes coordenadas (linha pontilhada) e ligacdes covalentes (continua).
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Adicionalmente, ensaios de mecanismo de acao realizados por You e colaboradores
sugerem que o derivado halogenado de 8HQ clioquinol seja capaz de interferir na
homeostase de ions, atuando como quelantes de metais para zinco, cobre e ferro [102].
Ainda, a sintese de melanina por meio de lacases ¢ dependente de cobre e, tanto a
auséncia da expressao de lacases, com a indisponibilidade de melanina, sdo capazes de
tornar a cepa avirulenta [95,96]. Nota-se que a rota de sintese de produ¢do de melanina
utilizada pelo Cryptococcus spp. ndo ¢ a mesma rota realizada por mamiferos, o que

torna essa via promissora para o desenvolvimento de novos farmacos.

Além da atividade quelante, alguns estudos demostram atividade interessante de
derivados sulfonamidas contra enzimas anidrase carbonicas do fungo Cryptococcus spp.
As anidrases carbonicas presentes neste fungo sao essenciais para a adaptacao ambiente-
hospedeiro, ja que a concentracao de CO2 em organismos mamiferos ¢ maior do que no
ambiente. J4 € sabido que a inibi¢ao desta enzima reduz o crescimento do fungo in vitro,
tornando-a um alvo interessante [100]. Diversos derivados de sulfonamida
demonstraram inibir a enzima anidrase carbonica Can2 presente no C. neoformans e,
interessantemente, a adi¢ao de um benzeno como substituinte na sulfonamida aumentou
ligeiramente a atividade do derivado [98, 99]. Este fato corrobora a melhor atividade
dos derivados PH311 ¢ PH318 em relagdo aos derivados com substituintes

heterociclicos na sulfonamida.

3.2. Elucidacio estrutural do derivado

Em relacao aos derivados de 8HQ obtidos neste estudo, a elucidacao estrutural de todos
foi realizada através de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
e de carbono (RMN 'H e RMN !3C) ¢ foi escolhido o derivado PH353 (Figura 11) como
representante da série para discussdo da elucidagdo através do método bidimensional
desta técnica. Na Figura 11 encontra-se a estrutura quimica do derivado PH353 com as

atribuicdes numéricas pertinentes aos sinais de hidrogénio (H) e carbono (C) da
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molécula, as quais estdo apenas para facilitar a discussdo, nao estando de acordo com a

IUPAC.

Figura 11. Representagdo da estrutura quimica do derivado PH353.

No espectro de RMN de 'H (Figura 12) ¢ possivel atribuir o sinal em § 10,24 ppm ao
hidrogénio H11 da hidroxila. Todos os hidrogénios restantes presentes neste composto
sdo aromaticos (hidrogénios desblindados) e seus sinais aparecem no espectro na regiao
de maior deslocamento quimico e cada hidrogénio resulta em um sinal. Ja na regido de
menor deslocamento quimico, observam-se apenas os sinais referentes ao solvente
DMSO deuterado em 6 2.50 ppm e a dgua residual dele em 6 3.34 ppm [85]. Dois sinais
sdo rapidamente passiveis de caracterizagdo, sao eles H6 e H7, ja que sdo os Gnicos que
apresentam multiplicidade igual a dois, que sdo atribuidos aos dois dupletos em & 8.19

e 0 7.07 ppm, respectivamente, devido ao deslocamento quimico.
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Figura 12. RMN 'H em DMSO-d6 do derivado PH353.

Os sinais correspondentes aos demais hidrogénios da molécula apresentam padrdes de
acoplamento mais complexos e algumas vezes aparecem sobrepostos, como multipletos.
Os hidrogénios do anel piridinico das quinolinas resultam em dupletos duplos e, por
serem quimica e magneticamente diferentes entre si, apresentam padroes de
acoplamento caracteristicos - J>.3 ~ 4,0 Hz, J3.4 ~ 8,0 Hz e J>.4 ~ 1,5 Hz [86]. No entanto,
por se tratar de uma molécula com dois nticleos quinolinicos, a atribui¢do de todos esses

sinais sO € possivel através de analises bidimensionais de RMN.

Na andlise de RMN !*C ¢ possivel identificar dezoito sinais referentes aos carbonos
presentes na estrutura, todos na regido acima de 100 ppm no espectro (Figura 13). O
carbono mais desblindado, em 6 159,0 ppm, corresponde ao C8, pois estd ligado ao
oxigénio da hidroxila. Os carbonos ligados diretamente aos nitrogénios dos dois anéis
piridinicos na posi¢dao 2 também se apresentam mais desblindados do que os demais,
aparecendo em 6 149,6 e 149,3 ppm. Os demais carbonos encontram-se entre 6 139,9 e

109,9 ppm.
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Figura 3. RMN "*C em DMSO-d6 do derivado PH353.

Na anélise bidimensional, a técnica de COSY ("H-'H Correlation Spectroscopy) permite
identificar atomos de hidrogénio que acoplam entre si no espectro de RMN 'H. No
espectro de COSY para o composto PH353 (Figura 14) ¢ possivel visualizar um
acoplamento entre os dois hidrogénios referentes aos dois dupletos do espectro (seta
verde). Estes sinais ndo apresentam outras interacdes com os demais, confirmando sua

equivaléncia aos hidrogénios H6 e H7.
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Figura 14. RMN COSY 'H-"H em DMSO-d6 do derivado PH353.

Também se observa acoplamento entre os hidrogénios dos dupletos duplos em 6 9,18 e
7,71 ppm (H4 e H3), assim como entre d 8,89 e 7,71 ppm (H2 e H3, setas vermelhas),
sugerindo que estes trés hidrogénios pertencam ao mesmo nucleo piridinico. Ambos
hidrogénios dos sinais em o 8,67 e 8,25 ppm (H2’ e H4”) acoplam com o multipleto em
o 7,48-7,44 ppm (H3’), sugerindo que aqueles dois € um ou mais hidrogénios do
multipleto pertencam ao mesmo nucleo quinolinico. Por fim, os hidrogénios do
multipleto em d 7,58-7,62 ppm acoplam apenas entre si € com o multipleto em 6 7,48-

7,44 ppm, parecendo pertencer ao mesmo anel.

Através da técnica de andlise bidimensional HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence Spectroscopy) € possivel observar as correlagdes entre nticleos de dois tipos
diferentes, onde um sinal ¢ gerado a cada par de ntcleos acoplados. No mapa de
contornos de HSQC para o derivado PH353 (Figura 15) ¢ possivel atribuir os sinais de
carbono em 6 133,2 ¢ 109,9 ppm a C6 e C7, respectivamente. Observa-se que os sinais
de hidrogénio em 6 8,89 e 8,67 ppm correlacionam com os carbonos em o 149,3 e 149,6
ppm (C2 e C2’), respectivamente, sinalizando que equivalem aos hidrogénios H2 e H2".

Neste mapa de contornos também ¢ possivel observar que os sinais de carbono em 6
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159,0, 139,4, 138,7, 134,1, 128,5, 125,2 e 123,8 ppm sdo equivalentes aos carbonos

quaternarios da molécula ou aqueles que nao possuem ligagdes com hidrogénio.
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Figura 15. RMN HSQC '"H-"*C em DMSO-d6 do derivado PH353.

J& na anélise bidimensional HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation, 8,0 Hz,
Figura 16) ¢ possivel detectar correlagdes heteronucleares em intervalos mais longos
(cerca de 2 a 4 ligacdes). As correlagdes mais relevantes neste mapa sdo aquelas entre o
carbono em d 138,7 ppm (C9) e H7 e os sinais de hidrogénio em 6 9,18 e 8,89 ppm (H4
e H2). Assim, conclui-se que os hidrogénios em 6 9,18, 8,89 ¢ 7,71 ppm pertencem ao
mesmo nucleo quinolinico que H6 ¢ H7 e, devido ao deslocamento quimico e constantes
de acoplamento, correspondem a H4, H2 e H3, respectivamente. A partir disso, também
¢ possivel a atribui¢do de H2> e H4’ aos sinais & 8,67 e 8,25 ppm, respectivamente.
Através do mapa de contornos HSQC, agora ¢ possivel atribuir os carbonos em 6 149,3,

123,7,133,8, 149,6 e 136,9 ppm a H2, H3, H4, H2’ ¢ H4’, nesta ordem.
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Figura 16. RMN HMBC 'H-"*C (8 Hz) em DMSO-d6 do derivado PH353.

No mapa de contornos COSY (figura 14), nota-se que um dos hidrogénios do multipleto
em o 7,48-7,44 ppm (H3’ e H6’) correlaciona com H2’, sugerindo que um dos
hidrogénios deste sinal seja 0 H3’. Além disso, no mapa de contornos HMBC observa-
se um acoplamento entre H2’ e o carbono em 6 122,7 ppm equivalente a esse multipleto,

sendo possivel a atribuigdo deste carbono ao C3’.

Sabe-se que o mapa de contornos HMBC nos permite visualizar correlagdes 2Jcn, *Jen
e *Jcn, ndo sendo possivel distingui-las. No entanto, para uma analise padrio com
constante de acoplamento 8,0 Hz, é importante salientar que correlagdes 2Jcn € 3Jcu
costumam ser mais comuns e mais fortes. Além disso, picos HMBC correspondentes a
2Jcn em fragmentos aromaticos sdo frequentemente fracos, enquanto acoplamentos >Jcu
em aromaticos costumam ser claramente observados [110]. Desta forma, devido a
correlagdes *Jen com H2, H4 € H7 e ao deslocamento quimico, o sinal do carbono em §
138,7 ppm ¢ atribuido ao C9. Da mesma forma, o sinal do carbono em & 139,4 ppm ¢
atribuido ao C9’ por apresentar correlagdes *Jcu com H2’, H4” e o multipleto em & 7,62-
7,58 ppm (H5’ e H7”). Ja que o multipleto em & 7,48-7,44 ppm (H3’ ¢ H6’) ndo apresenta

correlagdo com C9’ no mapa de contornos HMBC 8 Hz, sugere-se que seus hidrogénios
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equivalam a H3” e H6’, e o carbono em 6 127,1 ppm presente neste multipleto seja o
Co’.

Ainda, realizou-se um experimento HMBC para o derivado PH353 utilizando 1,0 Hz
como constante de acoplamento. Ao contrdrio do experimento acima, nesse mapa de
contornos os acoplamentos %Jcu € “Jcu sd0 mais evidentes. Na Figura 17 é possivel
observar dois acoplamentos que ndo eram visiveis no experimento da Figura 6, sendo
um deles equivalente ao acoplamento “Jcu entre C9” e H6°/H3’ e 0 outro ao acoplamento
também “Jcu entre C8” ¢ H4’. Além destes, os contornos atribuidos aos acoplamentos
2Jcn entre C8” ¢ H7’ e entre C10° ¢ H5® ficaram mais evidentes neste experimento do
que naquele realizado com constante de acoplamento 8 Hz, corroborando as atribuigdes

discutidas no paragrafo anterior.
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Figura 17. Cortes do espectro de RMN HMBC 'H-"*C (1 Hz) em DMSO-d6 do derivado PH353.

Por fim, o mapa de contornos HSQC (Figura 15) indica que o multipleto em 6 7,62-7,58
ppm (H5’ e H7’) correlaciona com os carbonos em 6 123,6 ¢ 117,8 ppm. H4” apresenta
correlagdo *Jen com o carbono em & 123,6 ppm, permitindo a atribui¢do deste ao C5’ e,
consequentemente, do carbono em & 117,8 ppm ao C7°. Portanto, os hidrogénios H5’ e

H7’ sdo atribuidos ao multipleto em & 7,62-7,58 ppm. Considerando as correlagdes >Jcu
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com H3’ e H6’, e o deslocamento quimico, atribui-se os sinais em & 128,5 e 134,1 ppm
aos carbonos C10’ e C8’, nesta ordem. Por fim, observam-se correlacdes *Jcu entre H6
e o sinal em & 125,2 ppm e entre H7 e o sinal em & 123,8 ppm, sugerindo que estes sinais

de carbono estejam atribuidos a C10 e CS5, respectivamente.
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4. Conclusio e perspectiva

Neste trabalho foi descrita a sintese e caracterizacdo de quinze derivados de 8-
hidroxiquinolina, dos quais um caracteriza-se como hibrido molecular. Os rendimentos
globais das rotas de sintese variaram entre baixo e moderado. Todos os derivados da
série foram avaliados in vitro contra C. neoformans e C. gattii. O derivado PH311 foi
identificado como o composto mais promissor deste estudo, apresentando resultados
melhores do que o fluconazol. Os derivados PH314, PH318 e PH353 que também
apresentam caracteristicas hidrofobicas no grupo substituinte da sulfonamida, também
apresentaram resultados promissores. Por fim, a andlise através de microscopia
eletronica de varredura de células de C. neoformans tratadas com os derivados PH311 e
PH318 revelou que estes foram capazes de reduzir a expessura da capsula fungica e a
densidade da rede fibrilar polissacaridea da mesma, com efeitos comparaveis a

anfotericina B neste experimento.

Serdo realizados ensaios in vitro para caracterizagdo de agdo fungicida ou fungistatica
dos compostos e microscopia eletronica de transmissao para avaliar possiveis alteragdes

intracelulares causadas pelos derivados mais ativos.
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