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RESUMO

A alta incidéncia da tuberculose, em ambito mundial, ¢ de grande preocupagdo. Para
combater esta doenca, diferentes estratégias vém sendo desenvolvidas pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS). Dentre os pilares que compdem a End TB strategy, podemos destacar
a pesquisa intensiva e a inovacgdo. Neste ambito, o desenvolvimento de novos farmacos para
tuberculose vem ganhando destaque. As 2(quinolin-4-iloxi) acetamidas sdo moléculas que
demonstraram resultados bactericidas promissores frente ao Mycobacterium tuberculosis, o que
nos motivou a realizar novos estudos para melhorar a atividade e realizar a caracterizacao
quimica e biologica destas moléculas. A fim de continuar o desenvolvimento da série
quinolinica, a identificagdo do seu alvo molecular foi o foco deste trabalho. Inicialmente,
levantou-se a hipotese de que a DNA girase seria o alvo molecular, uma vez que as 2(quinolin-
5-iloxi) acetamidas possuem grande similaridade estrutural com as fluoroquinolonas. Apesar
das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas terem apresentado menor atividade frente a isolados clinicos
resistentes a ofloxacino, os resultados de atividade obtidos frente a uma mutante pontual de
gyrA e frente a proteina indicam que a DNA girase ndo ¢ o alvo destas moléculas. A nova
estratégia para identificacdo de alvo envolveu a selecdo de mutantes espontidneos para o
composto lider 12L, caracterizacdo desta cepa frente aos demais compostos da série e
sequencimento total do genoma. Este permitiu a identificacdo de uma unica mutagao (T313A)
localizada na proteina QcrB, que é a subunidade B do complexo citocromo bci. Esta mutagdo
foi confirmada por sequenciamento de Sanger e o docking molecular aferiu a importancia deste
residuo na interagdo proteina-composto. O complexo citocromo bci estd envolvido no
transporte de elétrons na cadeia respiratoria do bacilo, e por isso ¢ um alvo molecular
interessante, principalmente para combater a forma latente da doenca. Esperamos que este
trabalho contribua no processo de desenvolvimento das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas para o

tratamento da tuberculose.

Palavas-chave: tuberculose, desenvolvimento de farmacos, identificagdo de alvo



ABSTRACT

The high incidence of tuberculosis is a great concern worldwide. Different strategies are
being developed by the World Health Organization to fight tuberculosis. Amongst the three
pillars that are part of the End TB Strategy, we can highlight the intensive research and
innovation pillar. In this extent, the development of new drugs for tuberculosis treatment is a
field that is gaining importance. The 2(quinolin-4-yloxy) acetamides are molecules that showed
promising bactericidal effects in Mycobacterium tuberculosis, which motivated us to continue
studying to improve their mycobactericidal activity and also perform their chemical and
biological characterization. In order to continue the 2(quinolin-4-yloxy) acetamides derivatives
development, the target identification of these molecules is a keystone and is also the focus of
this study. Initially, it was hypothesized that DNA gyrase was their molecular target due to the
great chemical similarities between the 2(quinolin-4-yloxy) acetamides and the
fluoroquinolones. Despite our results that the 2(quinolin-4-yloxy) acetamides have diminished
effects in ofloxacin resistant clinical isolates, the results obtained with the gyrA point mutant
and with DNA gyrase protein revealed that this enzyme is not the molecular target of these
compounds. The new target identification strategy involved the selection of spontaneous
mutants for our lead compound 12L, characterization of this mutant strain against other
2(quinolin-4-yloxy) acetamides derivates and whole genome sequencing. Whole genome
sequencing data allowed the identification of a single mutation (T313A) in the QcrB protein,
which is the B subunit of cytochrome bci complex. This mutation was confirmed by Sanger
sequencing and molecular docking results confirmed the importance of this residue for protein-
drug interaction. The cytochrome bci complex is involved in the electron transport of the
bacilli’s respiratory chain, and therefore it appears to be an interesting target, especially to treat
the latent form of the disease. We hope that this work contributes to the 2(quinolin-4-yloxy)

acetamides development for tuberculosis treatment.

Keywords: tuberculosis, drug development, target identification
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1. INTRODUCAO
1.1.Tuberculose

A tuberculose humana ¢ considerada um problema de satde publica, uma vez que,
apenas no ano de 2015, houve o relato de 10,4 milhdes de novos casos no mundo (WHO, 2016).
O principal agente causador da tuberculose ¢ o bacilo Mycobacterium tuberculosis, entretanto
as espécies Mycobacterium bovis e Mycobacterium africanum também sao capazes de causar
esta doenga (Ducati et al., 2006). Adicionalmente, a tuberculose foi a principal causa de morte
por doencas infecciosas no ano de 2015, tendo superado as estatisticas do Virus da

Imunodeficiéncia Humana (HIV) (WHO, 2016).

Figura 1 - Estimativa de novos casos de tuberculose (todas as formas) por 100.000

habitantes por ano no mundo

I so0-299
B 00

|| Semdados
[ NEo aplicavel

Fonte: Adaptado de Global Tuberculosis Report, WHO, 2016

O Brasil, juntamente com a Federacdo Russa, india, China e Africa do Sul representam
50% de todos os casos de tuberculose no mundo (Figura 1). O Brasil teve 81.137 casos
relatados de tuberculose no ano de 2015, destes, 82% foram testados para o virus do HIV e 15%
destes foram HIV positivos. No pais, a cobertura de tratamento da tuberculose ¢ de 87% (WHO,
2016). O Estado do Rio Grande do Sul esta entre os cinco estados com maior incidéncia de

tuberculose no pais (41 casos/100.000 habitantes). Em novembro de 2016, a Secretaria Estadual
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de Satde do Rio Grande do Sul se reuniu para sensibilizar os gestores de 19 municipios
prioritarios para o combate a tuberculose. O objetivo ¢ aumentar o percentual de cura de 62,5%
para 75% ao ano, além de reduzir a taxa de abandono do tratamento de 15% para 5% nos
préximos anos. Dentre estes municipios esta a cidade de Porto Alegre, com 1.458 novos casos
no ano de 2015 (SES, 2016).

M. tuberculosis caracteriza-se por ser um microrganismo intracelular, aerdbico
facultativo, e que infecta tipicamente os pulmdes, sendo transmitido através da inalacdo de
aerossois contendo a micobactéria expelidos por individuos portadores da forma ativa da
doenga (Smith, 2003; Russell et al., 2010; Koul et al., 2011; Lawn e Zumla, 2011). Apés sua
entrada nos pulmdes, os bacilos sdo prontamente fagocitados por macrofagos alveolares,
desencadeando uma resposta inflamatdria local com a mobilizagdo de células mononucleadas
que, na maior parte dos casos, irdo conter, mas ndo eliminar a infec¢do. Esta acdo dos
macrofagos acaba resultando em um agregado de células compacto, denominado granuloma
(Lawn e Zumla, 2011). A maioria dos individuos infectados apresenta a doenga em estado
latente, na qual o microrganismo permanece no hospedeiro em um estado nao-replicativo.
Apesar da doenga ndo ser transmissivel na sua forma latente, os individuos infectados
representam um importante reservatdrio da doenca, uma vez que um ter¢o da populacio
mundial se encontra nesta situagdo ¢ a reativagdo pode ocorrer (Ducati et al., 2006; Koul et al.,
2011). O rapido diagnodstico e inicio do tratamento sdo fundamentais para um melhor
progndstico. Primeiramente, uma triagem ¢ realizada com o exame de intradermoreacao (PPD),
cujo protocolo prevé a aplicacdo intradérmica de uma proteina purificada chamada tuberculina
na face anterior do antebraco. Caso o individuo apresente uma reagdo positiva (>5mm de
vermelhiddo) deve-se prosseguir com os demais testes, que consistem no raio-X toracico e
testes microbiologicos. Os testes microbioldgicos envolvem cultivo do escarro em meio de
Lowestein-Jensen que pode levar de trés a oito semanas; e a baciloscopia (NIH, 2007).

M. tuberculosis distingue-se por ser um bacilo cujo envelope celular ¢ altamente
hidrofébico, o qual atua como uma barreira de contencdo, que dificulta a efetividade de
farmacos. Além disso, este envelope complexo se liga de tal forma aos corantes convencionais
que nao ¢ possivel realizar a etapa descorante da colora¢ao de Gram, sendo este o motivo pelo
qual é chamado de alcool-acido resistente (Ducati et al., 2006). Dentre as estruturas que
compdem este envelope celular, destacam-se trés componentes principais: peptidoglicanos,
arabinogalactanos ¢ acidos micdlicos (Figura 2) os quais estdo covalentemente ligados

(Takayama et al., 2005; Ducati et al., 2006; Marrakchi et al., 2014).
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Figura 2 - Representagdo do envelope celular micobacteriano.
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Fonte: Adaptado de Ducati et al, 2006

O tratamento recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para os
portadores de cepas nao resistentes tem duracao de seis meses € consiste na administracao de
farmacos de primeira-linha (Tabela 1). Para estes pacientes faz-se uso de isoniazida,
rifampicina, etambutol e pirazinamida durante dois meses, seguido por mais quatro meses de
tratamento com isoniazida e rifampicina. Cerca de 90% dos casos de portadores de cepas
sensiveis a estes medicamentos obtém sucesso apos a conclusdo do tratamento (Koul et al.,
2011; WHO, 2016). Contudo, devido aos efeitos adversos, ao longo periodo de duracdo e a
complexidade do regime, muitos pacientes abandonam ou ndo aderem corretamente ao
tratamento. Este fendmeno desencadeia o restabelecimento da infec¢do na sua forma ativa, o
que facilita a permanéncia e disseminacao da doenga e, ainda, o surgimento de cepas resistentes

(Koul et al., 2011; Lawn e Zumla, 2011; Cooper, 2013).



13

Tabela 1 - Principais farmacos utilizados no tratamento da TB

Classificacao Medicamento

Primeira-linha Isoniazida
Rifampicina
Pirazinamida

Etambutol

Segunda-linha Estreptomicina
Canamicina
Amicacina
Capreomicina
Ciclosserina
Ofloxacina
Etionamida
Acido para-amino salicilico
Fonte: Adaptado de Zumla et al, 2013.

A incidéncia de cepas resistentes aos farmacos de primeira-linha representa uma
crescente ameaca ao combate a tuberculose. O aumento dos casos de tuberculose
multirresistente a farmacos (MDR-TB) foi observado em diversos paises, sendo um problema
que causa grande preocupagdo (Calligaro et al., 2014; WHO, 2016). Estas cepas apresentam
resisténcia a isoniazida e a rifampicina e requerem um regime de tratamento que envolve a
administragdo de farmacos de segunda-linha (Tabela 1), que sdo menos efetivos e mais
toxicos. Em 2006, a OMS reportou a identificacdo de cepas de tuberculose extensivamente
resistentes a farmacos (XDR-TB), as quais ndo respondem ao tratamento com isoniazida e
rifampicina e também sdo resistentes a trés ou mais medicamentos de segunda-linha (Koul et
al., 2011; Calligaro et al., 2014; WHO, 2016).

O tratamento da tuberculose resistente a farmacos ¢ muito mais complexo do que o
administrado para tratar os casos sensiveis, pois este envolve, como descrito anteriormente, a
administracdo de quimioterapicos menos potentes € mais toxicos. Ainda, a duragdo do
tratamento pode ser superior a 24 meses ¢ a taxa de sucesso ¢ relativamente baixa: em 2010,
por exemplo, apenas 48% dos casos de MDR-TB detectados foram tratados com sucesso
(Calligaro et al., 2014; Dartois, 2014; WHO, 2016). Para um tratamento ideal deve-se planejar
a estratégia terapéutica com base nos resultados de testes de susceptibilidade a farmacos
realizados com isolados clinicos de cada paciente. No entanto, devido a infraestrutura
laboratorial inadequada em diversos paises, a realizacao deste teste ¢ limitada (Zumla et al.,

2013; WHO, 2016). Contudo, com a disponibilidade do GeneXpert, um método molecular
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automatizado capaz de detectar a presenca do bacilo e a resisténcia a rifampicina, a cobertura
de detecgdo chegou a 30%, sendo que novas metodologias estdo sendo desenvolvidas para
aumentar ainda mais a cobertura diagnéstica (WHO, 2016).

Apesar da incidéncia da tuberculose no mundo estar em declinio (1,5% ao ano), existem
preocupagdes pela OMS pois a meta de diminui¢do de 4-5% ao ano ndo foi atingida e, além
disso, os casos de MDR-TB e XDR-TB tém aumentado nos ultimos anos. No ano de 2014, a
OMS aprovou a End TB strategy, que visa a diminuigdo de mortes em 90% e a diminuigdo da
incidéncia em 80% até o ano de 2030 comparado com 2015. Este programa possui como
indicadores: (1) redugdo da porcentagem do niimero absoluto de mortes por tuberculose; (2)
diminui¢do da porcentagem da taxa de incidéncia de tuberculose e (3) a porcentagem de
familias acometidas por tuberculose com custos catastroéficos devido a tuberculose. Este
programa possui trés pilares e componentes, sendo o primeiro relacionado ao paciente, visando
o diagnostico precoce, tratamento e prevencao da doenga. O segundo, politicas e sistemas de
apoio para evitar a propagacao da doenga, com a participagdo da comunidade. O terceiro sendo
focado na pesquisa intensiva e inovacao, na busca de novas estratégias de intervencao (WHO,

2016).
1.2. Desenvolvimento de novos farmacos

A resisténcia a farmacos ¢ um problema alarmante, especialmente pelo aumento da
incidéncia de MDR e XDR-TB (Zumla et al., 2013; WHO, 2016). Uma das estratégias para
combater esta doenca € o desenvolvimento e implementa¢ao de novos medicamentos. Quatro
principais metodologias para a descoberta de novos fairmacos vém sendo empregadas: (1)
descoberta de novos candidatos a farmacos; (2) reposicionamento de farmacos existentes, (3)
modula¢do das fung¢des do hospedeiro para aumentar o indice de cura e (4) desenvolvimento de
novas vias de administragdo de medicamentos. No ambito da descoberta de novos farmacos,
existem duas estratégias principais: firmaco-para-alvo, também chamada de triagem fenotipica;
e alvo-para-farmaco, também conhecida como “baseada no alvo”. Ambas as estratégias estao
descritas na figura 3. Atualmente, a descoberta de novos inibidores para o tratamento da
tuberculose utilizando a estratégia de triagem fenotipica de compostos tem tido resultados mais

promissores (Lechartier et al., 2014).
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Figura 3 - Estratégias para o desenvolvimento de novos farmacos para tuberculose
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Nota: A figura demonstra as duas principais estratégias para o desenvolvimento de farmacos para

a tuberculose. E importante ressaltar que um alvo identificado por triagem fenotipica (A) pode ser
utilizado para estudo seguindo o fluxograma da estratégia baseada no alvo (B). CIM, concentragao
inibitéria minima; CBM, concentracao bactericida minima.

Fonte: adaptado de Lechartier et al, 2014

Os novos farmacos devem, de forma ideal, ter as seguintes caracteristicas: um novo
mecanismo de acdo para atenuar a resisténcia cruzada; atividade bactericida rapida para
diminuir a duracdo do tratamento; propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas
otimizadas; baixo potencial de interagdo com outros fAirmacos, especialmente com os utilizados
no tratamento do HIV; além de excelente perfil de seguranga para uso em criancas e gravidas
(Hoagland et al., 2016).

Em dezembro de 2012, a bedaquilina foi aprovada pelo Food and Drug Administration
(FDA) como parte do tratamento de MDR-TB pulmonar (Chan et al., 2013), sendo o primeiro
farmaco anti-tuberculose aprovado desde a rifampicina, nos anos 1970 (Villemagne et al.,
2012). Para a descoberta do alvo desta molécula, foi utilizada a selecdo de mutantes espontaneos
seguida de sequenciamento completo do genoma. Estes resultados indicaram uma mutagao no
gene que codifica a enzima ATP sintase de M. tuberculosis (Andries et al., 2005). A bedaquilina

foi classificada como uma diarilquinolina e ¢ capaz de inibir a sintese de adenosina trifosfato



16

(ATP) da micobactéria, sendo eficaz tanto em cepas suscetiveis como em MDR-TB (Leibert et
al., 2014).

Apesar do sucesso clinico da bedaquilina, durante os testes clinicos, foi possivel observar
o desenvolvimento de efeitos adversos sérios, como distirbios e injirias hepaticas e,
principalmente, o alongamento do intervalo Q-T observado no eletrocardiograma (Chan et al.,
2013). Além da bedaquilina, a delamanida foi condicionalmente aprovada para o tratamento de
XDR-TB e TDR-TB em fungdo de efeitos adversos devidos sua alta lipofilicidade (Hoagland
et al., 2016). Esta molécula ¢ um pro-farmaco que ¢é ativado pela enzima dezaflavina
dependente de nitroredutase (Rv3547), e forma um intermedidrio com o derivado de desnitro-
imidazooxazol que atua inibindo a sintese de 4cidos micdélicos (Xavier e Lakshmanan, 2014;

Hoagland et al., 2016).

Figura 4 - Fluxograma de moléculas em estudo para o tratamento da tuberculose®
Nota: * Atividade antibactericida precoce; ® Regime prévio otimizado;
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Fonte: Adaptado de WHO Global Tuberculosis Report, 2016

Desde o surgimento da bedaquilina, enzimas envolvidas no metabolismo energético do
bacilo tem se tornado um alvo interessante para a descoberta de novos fAirmacos, especialmente
para que sejam efetivos contra a forma latente da doenga (Kim et al., 2015). Neste cenario,

podemos destacar a molécula Q203, que no ano de 2013 foi caracterizada como sendo uma
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molécula potente para o combate da tuberculose (Pethe et al., 2013). Neste estudo, os autores
demonstraram que o Q203 possui atividade intracelular em modelo de macrofagos, atividade
frente a isolados clinicos multirresistentes, auséncia de citotoxicidade e alta especificidade
frente ao M. tuberculosis. Além disso, este composto ndo demonstrou cardiotoxicidade em
modelo de zebrafish nem provocou mutagénese em modelos in vitro. Ensaios farmacocinéticos
demonstraram sua grande biodisponibilidade e estabilidade bioldgica. Associado a todas estas
caracteristicas, a selecdo de mutantes espontaneos para o Q203 revelou que seu alvo se tratava
de uma proteina do complexo citocromo bci, um complexo envolvido na respiragdo e
metabolismo energético do bacilo (Pethe et al., 2013). Atualmente, esta molécula encontra-se
em ensaios clinicos de fase I (Figura 4), e validou a citocromo bc como sendo um bom alvo

para o desenvolvimento de novos farmacos para a tuberculose.
1.3.Complexo Citocromo bcl

Alguns estudos buscaram verificar, através do perfil transcricional, a mudanga
metabolica do M. tuberculosis em ambientes com deplegdo de O2 (Boshoff et al., 2004; Boshoff
e Barry, 2005). Estes possibilitaram a compreensao da cadeia respiratdria do bacilo e revelaram
a necessidade de investigar sua funcdo e regulacdo a nivel molecular (Boshoff e Barry, 2005).
As micobactérias possuem uma cadeia respiratoria ramificada na qual os elétrons se
movimentam dos complexos NADH desidrogenase e succinato desidrogenase para o pool
menaninona-menaquinol, de onde sdo transferidos para um citocromo € oxidase do tipo aas via
complexo citocromo bci ou diretamente para o citocromo tipo bd menaquinol oxidase (Kana et
al., 2001; Boshoff e Barry, 2005; Weinstein et al., 2005).

O complexo respiratorio citocromo bci é composto por trés subunidades: proteina
Rieske ferro-enxofre (QcrA), subunidade citocromo B (QcrB) e subunidade citocromo C
(QcrC) (Ko e Choi, 2016). Este complexo ¢ codificado pelo operon QcrCAB (Kim et al., 2015).
Através de estudos de mutagénese, QcrB se mostrou como sendo uma proteina essencial para
a viabilidade do bacilo (Sassetti et al., 2003; Griffin et al., 2011). A subunidade B tem papel
chave na fung¢do do complexo bc, uma vez que coordena todas as partes deste complexo (Ko e
Choi, 2016).

Diversos grupos de pesquisa identificaram a QcrB do complexo citocromo bci como
sendo o alvo molecular de novos compostos (Pethe et al., 2013; Rybniker et al., 2015;
Phummarin et al., 2016). Esta proteina ¢ a subunidade B do citocromo bci oxidase e esta
envolvida no metabolismo energético, mais especificamente, no transporte de elétrons (Cole,

2016). Sua fun¢ao € consistente com os achados de que inibidores que atuam nesta via causam
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uma deplecdo dos niveis de ATP do bacilo (Pethe et al., 2013; Rybniker et al., 2015). Dentre
os candidatos a fArmacos que atuam nesta enzima, o Q203 ¢ o mais avancado nas etapas de
desenvolvimento, estando em fase clinica I. Este composto possui potente inibicdo do
crescimento micobacteriano, mesmo frente a cepas MDR e XDR-TB, além de possuir uma
baixa toxicidade (Pethe et al., 2013). Para a identificagdo do alvo molecular da Q203, foram
selecionados mutantes espontaneos e estes possuiam uma mutacdo T313A na proteina QcrB.
Este aminoacido aparentemente esta localizado no sitio de ligagdo do menaquinol, préoximo ao
local de interag@o da proteina QcrA (Pethe et al., 2013; Cole, 2016). Além disso, este residuo
alinha-se com uma Ala-277 do citocromo b humano, desta forma, os humanos possuem uma
resisténcia intrinseca a estes compostos (Pethe et al., 2013; Abrahams et al., 2016; Cole, 2016).
Além destas moléculas, ainda foi identificada outra classe de moléculas amida nao-
imidazopiridinas que também parecem inibir a QcrB (Arora et al., 2014). Neste estudo os
pesquisadores também hipotetizaram que algumas cepas eram capazes de superar a inibicao do
complexo bci através da superexpressao dos genes da citocromo bd oxidase e cydDC, que sdo
um complexo respiratorio alternativo. Esta hipotese foi confirmada quando este complexo foi
inativado e as cepas se tornaram altamente sensiveis aos compostos testados (Arora et al.,
2014).

A essencialidade do citocromo bciem M. tuberculosis associada com as diferengas desta
enzima em relacdo a humana, tornam esta proteina um alvo promissor para o desenvolvimento

de novos farmacos para o tratamento da tuberculose.
1.4. 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas

Uma triagem fenotipica de grande escala foi realizada pela GalaxoSmithKline (GSK)
em 2013 (Ballell et al., 2013) e, neste estudo, 177 pequenas moléculas com caracteristicas
farmacologicas relevantes e com atividade frente ao M. tuberculosis foram identificadas. As
2(quinolin-4-il6xi) acetamidas constituem uma das classes quimicas de compostos descritas
neste trabalho. Neste estudo, estas moléculas exibiram consideravel atividade inibitoria frente
ao crescimento de M. tuberculosis, apresentando valores de CIM menores que 1 uM e com
baixa citotoxicidade quando testados em células HepG2 (ICso > 50 uM) (Ballell et al., 2013).
Dentre os trés derivados da classe 2(quinolin-4-iloxi) acetamidas reportados, o composto
GSK358607A (Figura 5) apresentou melhor atividade frente ao M. tuberculosis com CIM de
0,70 uM e com significativo indice de seletividade (Ballell et al., 2013).
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Figura 5 — Estrutura quimica do GSK358607A
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Fonte: Ballell et al, 2013

Alguns grupos de pesquisa selecionaram os compostos mais ativos identificados pela
GSK para realizar estudos de relacdo estrutura-atividade e otimizagdo de suas propriedades
(Giacobbo et al., 2016; Phummarin et al., 2016; Pissinate et al., 2016; Pitta et al., 2016). Uma
caracteristica importante de sua estrutura € que possuem um anel quinolinico, que esta presente
em diversos farmacos anti-tuberculose, como a bedaquilina, mefloquina e fluoroquinolonas
(Lilienkampf et al., 2009; Pitta et al., 2016).

Os estudos com esta classe de moléculas sdo recentes, mas revelaram sua alta eficiéncia
antimicobacteriana e sua baixa citotoxicidade frente a células HepG2 ¢ Vero (Pissinate et al.,
2016; Pitta et al., 2016), além de alta estabilidade bioldgica (Giacobbo et al., 2016), alta
efetividade intracelular (Giacobbo et al., 2016; Pitta et al., 2016) e baixa cardiotoxicidade em
modelos de zebrafish (Pissinate et al., 2016). Recentemente foi publicado um artigo que sugere
que as 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas tem como alvo a QcrB de M. tuberculosis (Phummarin
et al., 2016). Neste trabalho, os derivados de 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas foram testados
frente a cepas contendo mutagdes no gene (CrB e apresentaram resisténcia. Entretanto,
conforme os demais trabalhos que fazem a determinagao de alvo de novos compostos, ainda ha
a necessidade de confirmacao e validagdo do alvo destas moléculas por meio da selegao de
mutantes espontaneos e sequenciamento completo do genoma (Andries et al., 2005; Pethe et

al., 2013; Rybniker et al., 2015; Abrahams et al., 2016).
1.5.DNA girase

O processo de replicagdo de DNA ¢ bastante complexo, ¢ envolve um conjunto de
proteinas capazes de coordenar as reacdes que culminam na formagdo de uma fita de DNA-
filha idéntica a fita mae. Durante este processo, ocorre o desenrolamento e abertura da dupla
fita de DNA; o espago entre as duas fitas ¢ chamada de forquilha de replicacdo. Com o
deslocamento desta forquilha de replicagdo, ocorre o superenrolamento da fita de DNA a

jusante, levado a uma tensdo na dupla fita (chamada de supertor¢do positiva), sendo que a



20

tensdo formada a montante da forquilha é chamada de supertor¢do negativa (Alberts et al.,
1997). Esta tensdo ¢ aliviada com o auxilio das proteinas DNA-topoisomerases, que diferem
entre procariotos e eucariotos (Alberts et al., 2010).

Em eucariotos, existem dois tipos de topoisomerases: a topoisomerase I e II. A enzima
topoisomerase I ¢ responsavel pela clivagem de uma das fitas de DNA, possibilitando que as
fitas girem livremente uma em rela¢do a outra. Enquanto a proteina topoisomerase I estiver
ligada ao DNA, ela mantera a energia liberada pela clivagem da ligagao fosfodiester; a religacao
ocorre de forma rapida e sem gasto de energia, e ¢ catalisada pela enzima DNA ligase. A
proteina topoisomerase II realiza uma quebra em ambas as fitas de DNA utilizando ATP. O
processo de desenrolamento promovido pela topoisomerase II pode ser descrito em trés passos
principais: (1) clivagem reversivel de uma dupla-hélice; (2) passagem da segunda dupla-hélice,
que esta proxima, pela abertura; (3) religacao da quebra e dissociagdo do DNA. Dessa forma,
as topoisomerases do tipo II podem separar dois circulos de DNA entrelagados (Alberts et al.,
2010).

Em procariotos, a topoisomerase II, também chamada de DNA girase, promove o
relaxamento do DNA superenrolado através de uma quebra temporaria na dupla-fita de DNA,
o que facilita o processo de replicacdo. Ainda, a DNA girase ¢ a iinica enzima capaz de catalisar
o superenrolamento negativo da fita de DNA, sendo essencial para que a replicagao, transcrigao
e recombinagdo sejam eficientes (Aubry et al., 2004). Esta proteina é composta por duas
subunidades A e duas subunidades B, de modo que se liga ao DNA na forma de tetrAmero e ¢
capaz de compactar o DNA em um superenrolamento negativo (Drlica e Zhao, 1997).

A DNA girase também desempenha outras fungdes dentro da c€lula: ela mantém um
nivel de supertor¢cdes negativas, o que ativa o cromossomo para todos os processos que
envolvem a separagcdo da dupla fita de DNA. Este nivel de supertor¢cdo depende de sinais
extracelulares que a DNA girase ¢ capaz de reconhecer, promovendo a supertor¢do do DNA.
Ainda, esta enzima facilita 0 movimento dos complexos da replicagdo e transcrigdo através
desta adicao de supertor¢des negativas. Por fim, esta proteina promove a remocao de nos do
DNA ¢ auxilia na movimentagao e enrolamento do DNA (Drlica ¢ Zhao, 1997).

Como descrito anteriormente e ilustrado na figura 6, a DNA girase de M. tuberculosis
¢ um tetramero formado por quatro subunidades, sendo duas delas chamadas de A e duas de B.
Estas subunidades sdo codificadas pelos genes gyrA (Rv0006) e gyrB (Rv0005), os quais estdo
localizados na posigdo 7.302 e 5.240 do DNA gendmico de M. tuberculosis, respectivamente

(Lew et al., 2011). A estrutura da DNA girase ainda ndo pode ser completamente elucidada,
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porém a organizacao estrutural e bioquimica de seus dominios funcionais foi determinada por
cristalografia. A subunidade A consiste em dois dominios, 0 dominio conjunto de clivagens N-
terminal e um dominio carboxiterminal, chamado de CTD. A subunidade B consiste em um
dominio ATPase seguido por um dominio Tropin (dominio conservado em topoisomerases). O
tropin GyrB e o dominio conjunto de clivagens de GyrA provém de subunidades separadas e
juntos formam o centro da enzima. O dominio conjunto de clivagem contém uma tirosina
catalitica responsavel pela clivagem e religagdo do DNA dupla hélice. O dominio de conjunto
de clivagens liga-se ao segmento de DNA chamado de segmento G. O dominio N-terminal
ATPase dimeriza-se ao ligar-se a ATP, capturando o DNA para ser transportado (segmento T).
O segmento T ¢ entdo passado através da quebra tempordria no segmento G aberto pelos
dominios conjunto de clivagens, o DNA ¢ liberado assim como o segmento T, e a enzima
retorna ao seu estado inicial. Em 2010, Piton e colaboradores caracterizaram estruturalmente
dois componentes do centro catalitico da DNA girase de M. tuberculosis. Neste estudo, a
estrutura do dominio conjunto de clivagens em GyrA revela novas interagdes promissoras para
desenho de novos farmacos. Ainda, foram obtidas estruturas com alta resolu¢cdo do dominio
Tropin em GyrB, que revelou duas regides desordenadas que possuem papel essencial durante

a reacdo catalitica da DNA girase (Piton et al., 2010).
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Figura 6 - Organizagdo dos dominios e estruturas dos dominios individuais do centro

catalitico da DNA girase de M. tuberculosis
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Nota: A Organiza¢do dos dominios da DNA girase de M. tuberculosis. O centro catalitico ¢
composto pelo dominio Tropin e o dominio conjunto de clivagens. B Trés visualizagdes
ortogonais do dominio Tropin dimérico. C Trés visualizagdes do dominio conjunto de clivagens
dimérico.

Fonte: Adaptado de Piton et al, 2010

Logo apos a descoberta da DNA girase, comegou-se a suspeitar que esta proteina fosse
o alvo molecular das quinolonas. Hoje em dia, sabe-se que a DNA girase ¢, de fato, o alvo desta
classe de farmacos. Estes medicamentos podem promover a morte celular de duas maneiras:
(1) inibindo a atividade da DNA girase e/ou (2) evitando que esta enzima se desligue do DNA.
E importante ressaltar que, como a topoisomerase II de eucariotos ¢ bastante diferente da de
procariotos, hd uma alta seletividade e especificidade na agdo destes farmacos, o que diminui
as chances de toxicidade (Sharma et al., 2009).

Porém, com o processo de pressao seletiva através do uso indiscriminado de antibidticos
e os processos de adaptagdo bacteriana, foram selecionadas mutacdes nos genes que codificam

esta proteina, levando ao surgimento de micobactérias resistentes. Na sequéncia codificadora
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da DNA girase existem regides altamente conservadas que sao determinantes de resisténcia as
quinolonas (QRDR), estas sdo os principais pontos para o aparecimento de mutacdes. Estas
QRDR foram reportadas em diversas espécies bacterianas, inclusive M. tuberculosis (Maruri et
al., 2012). Maruri e colaboradores realizaram um estudo avaliando as mutagdes presentes em
cepas resistentes de isolados clinicos. Neste trabalho, os autores encontraram que 64% das
cepas analisadas (n=1220) possuiam mutacdo na regido QRDR de gyrA e 0.5% fora desta
regido. Ainda, na avaliacdo de 534 cepas para mutagdo em gyrB os autores relataram que em
3% das amostras a mutagdo se encontrava dentro de QRDR e em 2% dos casos mutagdes fora
de QRDR. Diversos estudos relatam cepas resistentes provenientes de isolados clinicos que
possuem mutagdes nestas regides, sendo as mais comuns em cepas de M. tuberculosis no gene
gyrA e raramente no gyrB (Takiff et al., 1994; Kocagoz et al., 1996; Xu et al., 1996; Aubry et
al., 2006; Maruri et al., 2012; Alvarez et al., 2014; Mayer ¢ Takiff, 2014). As principais
posi¢des onde se encontraram mutagdes foram nos aminoacidos 90 e 94 da proteina GyrA e
510 da GyrB.

O aminodcido da posi¢ao 94 de GyrA encontrado na cepa selvagem ¢ um acido aspartico
que, quando modificado, geralmente ¢ substituido por uma glicina, histidina, tirosina ou
asparagina. O aminoacido 510 da GyrB selvagem ¢ a asparagina, que geralmente ¢ substituida
por um acido aspartico. Estas mutagdes nos genes gyrA e gyrB foram diretamente relacionadas
com a resisténcia as quinolonas (Alangaden et al., 1995; Kocagdz et al., 1996; Aubry et al.,
2006; Maruri et al., 2012; Mayer e Takiff, 2014).

1.6.Quinolonas

A primeira quinolona descoberta foi o 4cido nalidixico e, a partir de sua estrutura basica,
os demais compostos clinicamente importantes da classe foram derivatizados. A estrutura
quimica bésica de uma quinolona ¢ composta por um acido 4-piridona-3-carboxilico associado
aum 5,6-naftilpiridina (Figura 7) (Emami et al., 2005). Esta pode ser modificada de diferentes
formas como, por exemplo, através de uma reagdo de fluoragdo ¢ possivel obter uma
fluoroquinolona ou, também, altera¢des estruturais que originam seu tautdmero quinolinico
(hidroxiquinolina) (Figura 8). Estas modificagdes permitem o desenvolvimento de novos
compostos antimicrobianos, visando aumentar a atividade contra bactérias resistentes; reduzir
a taxa de resisténcia emergente; melhorar o perfil farmacocinético e farmacodinamico do

farmaco, a fim de aumentar a seletividade (Sharma et al., 2009).



Figura 7 - Estrutura basica de uma quinolona.
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Fonte: adaptado de Emami et al., 2005.

Figura 8 - Estrutura basica de uma quinolina.
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Fonte: adaptado de Marella et al., 2013

As quinolonas podem ser classificadas de acordo com seu espectro de atividade e perfil

farmacocinético, conforme demonstrado na tabela 2 (Oliphant e Green, 2002; Sharma et al.,

2009).

Tabela 2 - Classificagdo das fluoroquinolonas

Geragéao Farmacos Propriedades caracteristicas

Primeira Acido nalidixico Ativo contra algumas bactérias Gram negativas
Acido oxolinico Alta afinidade por ligacdo a proteinas
Acido pipemidico Meia-vida curta

Segunda Norfloxacino Ligacdo a proteinas (50%)
Enoxacina Meia-vida mais longa que os anteriores
Ciprofloxacino Atividade melhorada contra bactérias Gram negativas
Ofloxacino
Lomefloxacino

Terceira Temafloxacino Ativa contra bactérias Gram negativas
Esparafloxacino Ativa contra bactérias Gram positivas
Grepafloxacino

Quarta Clinafloxacino Demonstram extensiva atividade contra ambas as cepas
Trovafloxacino bacterianas
Moxifloxacino Ativa contra anaerdbios e bactérias atipicas
Gatifloxacino

Fonte: Adaptado de Sharma et al., 2009
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Conforme descrito anteriormente, as quinolonas possuem como mecanismo de agdo a
inibi¢do da enzima DNA girase, o que promove a quebra das fitas de DNA e consequente morte
celular (Oliphant e Green, 2002). Uma vez que a topoisomerase II de eucariotos possui uma
atividade (endonuclease) e estrutura diferente da girase de procariotos (gera supertor¢des),
ocorre um processo de seletividade, o que confere maior especificidade e menor toxicidade a
estes farmacos (Sharma et al., 2009). A maioria das fluoroquinolonas tem como alvo a
subunidade A da proteina, entretanto a novobiocina, que ¢ um produto natural da classe das
aminocumarinas, ¢ o unico firmaco aprovado que possui a subunidade B como alvo (Chopra et
al., 2012). As caracteristicas farmacocinéticas destes medicamentos sdo bastante favoraveis:
sdo bem absorvidos apos administragdo oral e possuem 6tima biodisponibilidade, pois ndo se
ligam a proteinas plasmaticas. Apds a administracdo oral, as quinolonas possuem boa
penetragdo em diversos fluidos e tecidos, exceto no sistema nervoso central. Ainda, estes
compostos sao excretados por vias renais € ndo renais, o que diminui as chances de toxicidade.
Esta classe de medicamentos ¢ comumente usada para o tratamento de infec¢des urindrias,
prostatite, doencas respiratdrias, doencas sexualmente transmissiveis, gastroenterites e
infecg¢des de pele e mucosas (Oliphant e Green, 2002; Sharma et al., 2009).

Como as micobactérias nao possuem a topoisomerase IV, a resisténcia as
fluoroquinolonas esta diretamente relacionada a mutagdes que ocorrem nos genes que
codificam a DNA girase, principalmente na regido QRDR de gyrA, mas também na regido
QRDR de gyrB. Além disso, diferentes mutagdes podem causar diferentes graus de resisténcia
antibidtica (Mayer e Takiff, 2014). Os mecanismos pelos quais 0s microrganismos
desenvolvem resisténcia sao diversos, porém os principais relacionados a esta classe de
medicamentos sdo: (1) mutagdo espontdnea na regido QRDR da enzima DNA girase,
principalmente na subunidade A, o que diminui a afinidade do fArmaco pelo complexo DNA
girase-DNA; (2) mecanismos de resisténcia que demoram a aparecer em uma populagdo, como
a excrecao do farmaco de dentro da célula através de bombas de efluxo, o que geralmente esta
associado a mutagdes em genes que codificam porinas. Porinas sdo proteinas de membrana
através das quais as quinolonas entram na célula (Sharma et al., 2009). Em M. tuberculosis, o

primeiro mecanismo de resisténcia € o mais comumente encontrado (Palomino e Martin, 2014).
1.7.Manipulagdo genética em M. tuberculosis

Inicialmente, os estudos genéticos em micobactérias estavam focados nas espécies de
crescimento rapido e ndo patogénicas como, por exemplo, o Mycobacterium smegmatis, uma

vez que ndo ¢ necessaria a manipulacdo deste organismo em laboratério de nivel de
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biosseguranga 3 e os experimentos sao relativamente rapidos. As dificuldades de se trabalhar
com M. tuberculosis sdo seu crescimento lento (aproximadamente trés semanas para
visualizagdo de coldnias em meio solido), alto indice de recombina¢do homologa ilegitima e
também baixa eficiéncia de transformacdo (Smith, 2003). Nas ultimas duas décadas, alguns
métodos de manipulagdo genética em M. tuberculosis foram desenvolvidos ¢ se mostraram
eficazes, como a (i) interrup¢do direta de um gene selvagem por um cassete que confere
resisténcia antibidtica (canamicina, higromicina e estreptomicina); (ii) inativagdo global de
genes utilizando um DNA exoégeno, (iii)) complementacdo com a utilizagdo de vetores
integrativos; (iv) método anti-senso, onde um RNA anti-senso ¢ utilizado para diminuir a
expressdo de determinado gene (Smith, 2003). A alta incidéncia da tuberculose estimulou o
desenvolvimento de pesquisas em busca do melhor entendimento do metabolismo do M.
tuberculosis e da biologia do bacilo, com o objetivo de encontrar novas alternativas
terapéuticas. Para isso, ferramentas moleculares para manipulagdo genética deste
microrganismo foram surgindo, porém, como citado anteriormente, estas técnicas apresentam
um alto nivel de recombina¢dao homologa ilegitima, o que acaba por dificultar a construgdo de
um mutante pelo mecanismo de troca alélica (Husson et al., 1990). Sendo assim, um método
capaz de aumentar a frequéncia de recombinagdo homologa simplificaria e tornaria mais eficaz
este tipo de experimento. Através da descoberta e do desenvolvimento de sistemas que
promovem uma recombinacdo homdloga eficiente, estudos envolvendo constru¢do de mutantes
foram otimizados para a utilizagdo de fagos que facilitem a manipulacdo genética de

micobactérias.

1.7.1. Recombineering

O termo “recombineering” se refere a engenharia genética utilizando a expressdo de
proteinas que aumentam a eficiéncia de recombinacdo. Esta técnica se baseia na expressao de
recombinases codificadas por bacteriéfagos, cuja finalidade é de aumentar a frequéncia de
recombinagdo homologa, permitindo a construcdo de nocautes génicos, delegdes, insergoes,
mutagdes pontuais, clonagem in vivo, mutagénese de cromossomos bacterianos artificiais,
plasmideos e construgdo de bibliotecas genomicas (Marinelli et al., 2012). O recombineering
foi inicialmente descrito para Escherichia coli, onde se observou que a expressao das proteinas
RecE e RecT do profago Rac levam a altos niveis de recombinagdo homoéloga. RecE ¢ uma 5°-
3’ exonuclease dependente de DNA fita dupla, enquanto a RecT ¢ uma proteina que se liga a
DNA fita simples que promove o anelamento de sequéncias complementares de DNA, troca de

fitas e invasdo de fitas (Van Kessel e Hatfull, 2007; Marinelli et al., 2012).
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Entretanto, em M. tuberculosis o método de E. coli ndo se mostrou eficaz. Estudos com
micobacteriéfagos mostraram que o fago Che9c possui as proteinas gp60 e gp61, homologas
ao RecE e RecT do profago Rac, respectivamente, e possuem atividade comprovada em
micobactérias. A expressdo destas recombinases em M. tuberculosis leva a um aumento
substancial na frequéncia de recombinagdao homologa (Van Kessel e Hatfull, 2007; 2008; Van
Kessel et al., 2008).

Figura 9 — Representagdo das estratégias que utilizam o sistema de Recombineering
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Nota: Plasmideos pJV53 e pJV62 expressam Che9C gp60 e gp61 ou somente gp61 a fim de
aumentar a eficiéncia de recombinagdo homologa de DNA fita dupla ¢ DNA fita simples,
respectivamente. A: nocaute génico € obtido através da transformagdo com um fragmento linear
dupla fita chamado de substrato de troca alélica, que contém 800-1000 pb de homologia de
sequéncia com o lécus alvo, intercalado com um gene de resisténcia antibiotica (como a
higromicina: hyg®). B: cepa contendo mutagio pontual é construida através da transformagdo com
DNA fita simples de 70 pb e contendo uma mutagdo centralizada (representada pelo *). Este DNA
fita simples ira anelar na fita descontinua da forquilha de replicagdo, levando a recombinag@o.
Fonte: adaptado de van Kessel et al., 2008.

A técnica de recombineering mostrou ser eficiente tanto na obtengdo de bactérias

nocaute como de cepas contendo mutag¢des pontuais, conforme demonstrado na Figura 9 (Van

Kessel e Hatfull, 2008; Van Kessel et al., 2008). O trabalho publicado por van Kessel ¢ Hatfull



28

em 2008 mostrou que a expressao das proteinas gp60 e gp61 em M. tuberculosis associadas a
um DNA fita dupla linear, contendo entre 800-1000 pb de homologia de sequéncia com as
regides flanqueadoras do gene de interesse e intercalado por um gene de resisténcia a antibidtico
(exemplo: higromicina), ¢ o suficiente para que o evento de recombinacdo homdloga ocorra,
levando a troca do alelo selvagem pelo substrato de troca alélica (AES) e gerando uma cepa
nocaute (Figura 9A) (Van Kessel et al., 2008). Na figura, o plasmideo pJV53 contém os genes
gp60 e gp61 clonados sob regulacdo de um promotor induzivel por acetamidase. Porém os
autores relatam que a eficiéncia da técnica de recombineering pode ser limitada pela baixa
eficiéncia de transformagdo das células eletrocompetentes de M. tuberculosis. Segundo os
dados do trabalho, somente uma célula viavel em 1000 células efetivamente recebe o DNA
transformado.

Além disso, conforme demonstrado na figura, o plasmideo pJV62 contém apenas o gene
que codifica a proteina gp61 clonado sob controle de um promotor induzivel por acetamidase.
Com este gene sendo expresso em M. tuberculosis, é possivel realizar uma transformagédo com
um fragmento linear de DNA fita simples de 70 pb, complementar a fita descontinua da
forquilha de replicagdo e possuindo uma mutacao pontual centralizada (que pode ou ndo gerar
resisténcia antibidtica), permitindo a obtengdo de cepas contendo mutagdes pontuais (Figura
9B). Um problema encontrado quando se utiliza um fragmento que ndo gera resisténcia, € o
fato de que 99,9% das células ndo sdo efetivamente transformadas. Nestes casos, os autores
sugerem a co-transformagao do fragmento linear com um plasmideo (replicativo ou integrativo)
contendo um gene de resisténcia antibiotica (como por exemplo, higromicina), que vai
efetivamente selecionar as células competentes. As colonias selecionadas podem ser analisadas
através da técnica de MAMA-PCR (do inglés Mismatch Amplification Mutation Assay) (Van
Kessel e Hatfull, 2008). Esta técnica utiliza oligonucleotideos iniciadores especificos, com uma
unica incompatibilidade de sequéncia na por¢do 3°, permitindo a diferenciacdo do alelo
selvagem para o mutante, conforme demonstrado na Figura 10 (Cha et al., 1992; Swaminathan
etal., 2001).

Desta forma, o sistema de recombineering se mostrou uma poderosa ferramenta para

manipulagdo genética de M. tuberculosis.



Figura 10 - Esquema demonstrando a metodologia de MAMA-PCR

5" CTTGAQJATCTGTAAGTCTGTACCAACAAGTC 3° Sequéncia selvagem
5 CTTGABATCTGTAAGTCTGTACCAACAAGTC 3°  Unica mudanga de base T-G

5 CTTGAIAT? T G'Il'IA? ?T? T?TT.??T?(I}A AGTC 3’
|

3 CA AAGACATTCAGACATGGTTG 5

Incompatibilidade da dltima e penultima base

Sem amplificagdo de produto

Fonte: Adaptado de Swaminathan et al., 2001
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5 CTTGAEATCTGTAAGTCTGTACCAACAAGTC 37

IR NRNEERENRNNEnY
3 CAAGACATTCAGACATGGTTG 5

Anelamento da base 3', incompatibilidade
da penultima base

Produto amplificado
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2. JUSTIFICATIVA

A tuberculose tem sido o foco de grande preocupacdo por atingir cerca de 30% da populagao
mundial. Devido ao aumento da incidéncia de cepas MDR e XDR-TB, a necessidade do
desenvolvimento de novos farmacos e tratamentos alternativos se torna evidente. A triagem
fenotipica de bibliotecas de compostos tem se mostrado uma estratégia promissora na
descoberta de novos candidatos a fArmacos para o tratamento da tuberculose. Utilizando esta
metodologia, em 2013, Ballell e colaboradores identificaram diversas classes quimicas de
compostos com caracteristicas farmacologicas interessantes e atividade antimicobacteriana.
Dentre os compostos sugeridos por Ballell e colaboradores, as 2(quinolin-4-i16xi) acetamidas
se destacaram pela potente atividade antimicobacteriana e baixa citotoxicidade. Entretanto,
apesar de diversos estudos terem demonstrado que as 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas sdo
compostos bastante promissores devido sua potente atividade inibitéria frente ao M.
tuberculosis, sua alta estabilidade biologica, atividade frente a isolados clinicos resistentes ¢
também baixa toxicidade, a identificagdo do alvo molecular faz-se necessaria para que estes
compostos possam prosseguir nas etapas de desenvolvimento de candidatos a fArmacos. Para
isto, o presente trabalho se propde a desenvolver uma estratégia para identificagcdo e validagao
do alvo molecular das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas em M. tuberculosis utilizando ferramentas

genéticas.
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3. OBJETIVOS:
3.1.0Dbjetivo geral:

Identificar o alvo molecular das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas.
3.2. Objetivos Especificos:

- Determinar a CIM das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas frente a isolados clinicos de M.

tuberculosis;
- Construir uma cepa de M. tuberculosis mutante condicional para a DNA girase;

- Determinar a CIM das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas frente a cepas mutantes condicionais

para a DNA girase;

- Construir cepas de M. tuberculosis contendo muta¢des pontuais nos genes que codificam a

proteina GyrA (D94G) e GyrB (N499D);

- Determinar a CIM das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas frente a cepas mutantes pontuais de

GyrA (D94G) e GyrB (N499D)

- Avaliar a inibicdo da DNA girase pelas 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas em ensaio de

superenrolamento de DNA;
- Selecionar mutantes espontaneos de M. tuberculosis frente as 2(quinolin-4-i16xi) acetamidas;

- Determinar a CIM dos farmacos utilizados no tratamento da tuberculose e das 2(quinolin-4-

1l6x1) acetamidas frente aos mutantes espontaneos;
- Realizar o sequenciamento completo do genoma dos mutantes espontaneos;

- Avaliar as intera¢cdes do composto 121 com a proteina QcrB por estudos de docking

molecular.



32

4. ARTIGO CIENTIFICO
O seguinte artigo estd de acordo com as normas da revista International Journal of

Antimicrobial Agents, para a qual foi submetido.
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ABSTRACT

The 2(quinolin-4-yloxy)acetamides have been reported as promising molecules for tuberculosis
treatment. Recent studies demonstrated its potent antimycobacterial activity, as well as its

biological stability and synergism with rifampicin. The identification of the molecular target is
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an essential step towards the development of a novel drug candidate. Here we report the target
identification of the 2(quinolin-4-yloxy)acetamides. We found that these compounds are active
against isoniazid, rifampicin, ethambutol, streptomycin and ethionamide resistant clinical
isolates from M. tuberculosis. The initial evidence that DNA gyrase might be the target of
2(quinolin-4-yloxy)acetamides, based on high MIC values against ofloxacin-resistant clinical
isolates and structural similarities with fluoroquinolones, was discarded by experiments
performed with M. tuberculosis GyrA point mutant and DNA gyrase supercoiling inhibition
assay. We selected spontaneous mutants for compound 21 and observed that these strains were
also resistant to all 2(quinolin-4-yloxy)acetamides derivatives. The spontaneous mutants had
their genomes sequenced and the results revealed a single mutation in qcrB gene (T313A)
suggesting that the 2(quinolin-4-yloxy)acetamides target the cytochrome bci complex. The
protein-compound interaction was further investigated by molecular docking. These findings
reinforce the relevance of these compounds as promising candidates for the treatment of

multidrug-resistant tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis; Clinical isolates; Quinoloxyacetamides: Drug discovery: Target

identification
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1. Introduction

Tuberculosis is a major health problem worldwide, leading to 1.5 million deaths and 10.4
million new cases in 2015 [1]. The emergence of multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB)
and extensively drug-resistant tuberculosis (XDR-TB) cases, that are resistant to the main drugs
used to treat tuberculosis, makes the development of novel drugs essential to control
tuberculosis pandemic [2, 3]. A promising strategy to discover new drugs for tuberculosis
treatment is the phenotypic screening of molecules, which is based on the identification of
potential antimycobacterial agents by its ability to inhibit Mycobacterium tuberculosis growth
in culture medium or inside infected macrophages [2]. Once a lead compound is obtained, its
molecular target is usually identified by selecting spontaneous mutants and performing whole-
genome sequencing (WGS). The genes containing mutations found in this way could be
involved with drug’s mechanism of action or resistance, which is confirmed through the use of

genetic manipulation techniques [2, 4, 5].

The screening of chemical libraries of compounds with satisfactory Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) against live mycobacteria has delivered several promising drug
candidates [2, 6]. Amongst the molecules suggested by Ballel et al in 2013, the 2-(quinolin-4-
yloxy)acetamides were described as non-cytotoxic compounds with potent anti-tubercular
activity [6]. Further Structure-Activity-Relationship studies were published [7-9] and
demonstrated that chemical derivatives of these molecules showed a more potent effect against
the bacilli. Although these compounds have low blood stability and also hERG affinity, further
chemical optimization was able to circumvent these undesirable effects [9]. It was also showed
that these molecules have an intracellular activity similar to isoniazid and rifampicin in a
macrophage model as well as great efficacy against drug-resistant clinical isolates [7, 8].
Interestingly, these compounds have a synergistic effect in combination with rifampicin in the
checkerboard assay [8], revealing the potential use of 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides in

combination chemotherapy for tuberculosis treatment.

In this study, we performed MIC determination for 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides
derivatives against M. tuberculosis clinical isolates resistant to isoniazid, rifampicin,
ethambutol, streptomycin, ethionamide and ofloxacin; evaluated DNA gyrase as the molecular
target by experiments carried out with M. tuberculosis GyrA point mutant and DNA gyrase
supercoiling assay; selected spontaneous mutants for a 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide
derivative, performed its phenotypic characterization, and WGS for molecular target

identification; and molecular docking studies to evaluate target-compound interactions.
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2. Materials and methods

2.1. Activity of 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives against M. tuberculosis clinical
isolates

MIC of 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives 16-23 (Table 1) [8] were determined
for CDCT-2 (0727/11), CDCT-3 (193,194/10) and CDCT-27 (0128/09) strains, which are M.
tuberculosis multidrug-resistant clinical isolates. This assay was carried out as described
previously [8]. MICs of the 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives 1-15 (Table 1) [7] were
also determined against eleven quinolone resistant and three drug-susceptible M. tuberculosis
clinical isolates from Hospital Clinic de Barcelona (Barcelona, Spain), as described previously
[10]. An isolate was considered quinolone-resistant if it showed a MIC value above 1 pg/mL
to ofloxacin. The following commercialized fluoroquinolones were tested as a control:

ofloxacin, levofloxacin and moxifloxacin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

2.2. Activity of 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives against M. tuberculosis DNA gyrase

point mutant
2.2.1. Construction of gyrA point mutant

M. tuberculosis H37Rv strain was transformed with pNIT-ET plasmid and grown in
Middlebrook 7H10 agar 10% OADC (BD) containing 30 pg/mL apramycin at 37°C. pNIT-ET,
anitrile-inducible plasmid [11], contains gp60 and gp61 genes from mycobacteriophage Che9c,
which encode recombineering proteins [12]. After 3 weeks, a single colony was cultivated in 5
mL Middlebrook 7H9 broth supplemented with 10% OADC, 0.05% Tween-80, 0.2% glycerol,
and 30 ug/mL apramycin, and subcultivated in 50 mL of the same medium. After ODsoo reached
0.3-0.4, the expression of gp60 and gp61 genes were induced with 5 uM of isovaleronitrile
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The next day (ODesoo 0.8 - 1), electrocompetent cells
were prepared and transformed with 100 ng of a 70 bp oligonucleotide that anneals to the
lagging strand (5°-
cagcgaccagggctgggccatgegecaccaggetgCegtagatcgacgegtegecgtgegggtggtagttg-3’) and contains
a centralized point mutation in GyrA (D94G, in bold). After 3 days of recovery in Middlebrook
7HO broth supplemented with 10% OADC, 0.05% Tween-80 and 0.2% glycerol, transformants
were plated on Middlebrook 7H10 agar 10% OADC containing 30 pg/mL apramycin and 0.125,
0.25 or 0.5 pg/mL moxifloxacin. Colonies were screened for mutations by mismatch
amplification assay (MAMA)-PCR [13] using the oligonucleotides PM gyrA F 5°-
gttcgtgtgttgegtcaagt-3°, PM_gyrA_R 5’-atgcgcaccaggetgt-3°, or PM _gyrA MAMA R 5’-
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atgcgcaccaggctcce-3’. Clones containing the mutation identified by MAMA-PCR were also
evaluated by target DNA sequencing (Sanger).

2.2.2. Determination of minimal inhibitory concentration

The MIC determination for each 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivative 1-23 (Table
1) [7, 8] and for isoniazid (INH), rifampicin (RIF), ethambutol (ETB), moxifloxacin (MOX),
streptomycin (STR), and D-cycloserin (D-Cic) against M. tuberculosis gyrA point mutant strain
was performed as described previously [8]. Three tests were carried out independently, and
MIC values reported here were observed in at least two experiments or were the highest value

observed among the three assay replicates.
2.3. Activity of 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives against DNA gyrase protein
2.3.1. Gene cloning, protein expression and purification

The gyrA and gyrB cloning, protein expression and purification protocols were adapted
from Aubry et al [14] with minor modifications. Briefly, gyrA and gyrB genes were amplified
from M. tuberculosis H37Rv genomic DNA using the oligonucleotides C gyrA_F (5°-
ttttcatatgacagacacgacgttgee-3’) and C_gyrA_R (5’-ttttctcgagattgeccgtetggtetge-3”); C _gyrB_F
(5°- ttttcatatggctgcccagaaaaagaag-3’) and C_gyrB_R (5’-ttttctcgaggacatccaggaaccgaacatc-3’);
forward (F) oligonucleotides containing Ndel and reverse (R) Xhol enzyme restriction sites
(underlined). The gyrA and gyrB genes were cloned into pET29a(+) and pET19b(+) (Novagen,
Darmstadt, Hessen, Germany), respectively. GyrA and GyrB proteins were expressed in
Escherichia coli BL21plySs(DE3) (Novagen, Darmstadt, Hessen, Germany), and purified using
His Spin Trap column (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, United States).

2.3.2. DNA gyrase supercoiling assay

The activity of the purified DNA gyrase was assessed by a supercoiling assay, where
different concentrations of the enzyme were evaluated by its ability to convert 0.5 pg of relaxed
pBR322 plasmid (Inspiralis, Norwich, UK) into its supercoiled form. Before performing the
assay, 30 uM of each purified GyrA and GyrB subunits were incubated in the same
concentration (equimolar) at room temperature for 25 minutes. The assay protocol was carried
out as described by Inspiralis (Gyrase Supercoiling Protocol), with minor modifications. The
enzyme concentration of 0.1 uM was chosen to perform a screening test using a range of
concentrations from 50 uM to 0.5 uM of compounds 7 and 14, and from 5 uM to 0.05 pM of

moxifloxacin (positive control of inhibition). The reaction mix was incubated for 1 hour and 30
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minutes at 37°C and stopped with 30 puL of chloroform:isoamyl alcohol 24:1 (v:v) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 30 pL of stop buffer (Inspiralis). Agarose gel electrophoresis
was performed using 0.5x TBE buffer for 120 minutes at 75V. The gel was stained in a 0.5
ug/mL ethidium bromide bath for 30 minutes and visualized in ChemiDoc MP (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). The conversion of the relaxed DNA to its supercoiled form was observed

in the gel.

2.4. Selection and phenotypic characterization of compound 21 spontaneous mutants from M.

tuberculosis

Wild-type M. tuberculosis H37Rv strain (10" CFU) was plated into Middlebrook 7H10
agar supplemented with 10% OADC and containing 5.12, 10.24 or 20.48 pg/mL of compound
21, a 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivative, and incubated for 3 weeks at 37°C. Three
colonies were selected and inoculated separately in 5 mL Middlebrook 7H9 broth containing
10 % OADC, 0.05 % Tween-80 and glycerol 0.2 %. Suspensions from these cultures were
prepared, and MIC was determined for all 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives (Table 1)
[7, 8], as described above (Materials and Methods section 2.2.2).

2.5. Whole genome sequencing of compound 21 spontaneous mutants

Genomic DNA from three compound 21 spontaneous mutants and H37Rv strain were
extracted according to the protocol described previously [15]. WGS was performed using the
MiSeq plataform (Illumina, San Diego, CA, USA) by the company Neoprospecta, Brazil, to
assess the molecular target of the 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivative 21. WGS data was

analyzed using MEGA 7 software [16].
2.6. Structure prediction of QcrB protein from M. tuberculosis and docking with compound 21

The interaction between the compounds and the QcrB subunit was evaluated by
molecular docking. The QcrB structure of M. tuberculosis was modeled using the subunit A of
the cytochrome bcl from Rhodobacter sphaeroides (PDB ID 2QJY) as a template [17, 18] and
the program I-TASSER [19] with its parameters set to their default values. The receptor and
ligand structures were prepared using AutoDockTools [20], whilst docking simulations were
performed with AutoDock4.2 [20], allowing flexibility to the ligands. The estimated energy of
binding (FEB) was provided by AutoDock4, and the binding mode was defined according to
the most populated cluster. The experiments employed the structure of QcrB from M.
tuberculosis. To ensure that compound 21 would be properly docked, a 3D-grid with

dimensions, 50 x 50 x 50 with spacing of 0.375 A, was used to define the active site limiting
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the search space to this region. The grid was defined in the Qp site region based on data
published previously [4, 18]. The Lamarckian Genetic Algorithm was employed with 100 runs
and the remaining parameters were set to their default values, except for number of evaluations,

which was set to 2,500,000.
3. Results and discussion

3.1 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives are active against M. tuberculosis clinical
isolates resistant to isoniazid, rifampicin, ethambutol, streptomycin and ethionamide

The 2(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives 16-23 (Table 1) [8] were tested against
CDCT-2 (0727/11), CDCT-3 (193,194/10) and CDCT-27 (0128/09) strains, which are
multidrug-resistant clinical isolates, resistant to isoniazid and rifampicin, with mutations in
rpoB (526 CAC-GAC, 516 GAC-GTC, wild-type, respectively) and katG (315 AGC-ACC).
CDCT-2 has also a mutation in the promoter region of inhA gene (C(-15)T), while the
correspondent promoter regions from CDCT-3 and 27 are wild-type. CDCT-2 is also resistant
to streptomycin and ethambutol, and CDCT-27 to ethambutol. As shown in Table 2, the
resistant phenotype for isoniazid, rifampicin, ethambutol, streptomycin and ethionamide did
not interfere with the 2(quinolin-4-yloxy)acetamides inhibition of M. tuberculosis growth.
These results corroborated with the previous findings [7, 8], and the lack of cross-resistance
with the currently used anti-tubercular agents makes the 2(quinolin-4-yloxy)acetamides

derivatives promising candidates for the treatment of MDR-TB.

3.2 M. tuberculosis ofloxacin-resistant clinical isolates are resistant to 2-(quinolin-4-

yloxy)acetamide derivatives

The MIC of 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives 1-15 (Table 1) [7] was also
determined for eleven ofloxacin-resistant and three ofloxacin-sensitive clinical isolates. As
shown in Table 3, several 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides derivatives presented a higher MIC
value against the ofloxacin-resistant than against the sensitive strains. For instance, the MIC
values for the compounds 11, 12, 13, 15 and 13 against ofloxacin-resistant clinical isolates,
increased up to 64x, 32x, 16x, 16x and 8x, respectively, when compared with the sensitive
strains (Table 3). Interestingly, the Q7 clinical isolate shows a mild resistance to ofloxacin (2
ug/mL) and to all 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides derivatives, while Q1, Q2, Q8 and Q11
strains display strong resistance to ofloxacin and also to most 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides
derivatives (Table 3). GyrA D94H and A90V mutations present in QI and Q2 strains,

respectively, confer resistance to ofloxacin, but only moderately increases the MIC for
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moxifloxacin (Table 3), which is consistent with other findings [21, 22]. Therefore, the
increased MIC values against ofloxacin-resistant clinical isolates, together with the structural
similarities shared by fluoroquinolones and 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides [9] raised the
hypothesis that DNA gyrase might be the molecular target of this chemical class. Since the
clinical isolates were partially characterized, it is not possible to guarantee that the mutations
found on specific DNA sequenced parts of their genomes are directly related to the resistant

phenotype.

3.3 M. tuberculosis GyrA D94G point mutant is sensitive to 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide

derivatives

In order to evaluate if the 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives resistance against
M. tuberculosis clinical isolates was related to the DNA gyrase mutation, a M. tuberculosis
strain containing a point mutation in gyrA gene (GyrA D94G) was constructed using
recombineering techniques [23]. After the transformation of M. tuberculosis H37Rv strain with
GyrA D94G oligonucleotide, five colonies were observed on plates. All clones were screened
by MAMA-PCR, and two GyrA D94G mutants were identified. Point mutant clones were
submitted to target DNA sequencing (Sanger) and the single nucleotide change was confirmed
(data not shown). One point mutant of GyrA D94G was used to perform the MIC determination
of 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives. As shown in Table 4, the MIC for moxifloxacin
and ofloxacin increased for GyrA D94G point mutant when compared with H37Rv strain, while
the MIC values for other validated anti-tubercular drugs (isoniazid, rifampicin, streptomycin
and ethambutol) did not change. These results validated phenotypically the M. tuberculosis
GyrA D94G point mutant strain, which is only resistant to fluoroquinolones. However, the MIC
of the 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives against the GyrA D94G point mutant did not
change when compared with H37Rv strain (Table 4), diverging from the results found for the
M. tuberculosis ofloxacin-resistant clinical isolates (Table 3). Therefore, the DNA gyrase
mutation in GyrA D94G position, which is one of the most frequent mutations found in clinical
isolates resistant to fluoroquinolones [21, 24, 25], is not involved in the mechanism of inhibition
of M. tuberculosis growth by 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides. These results indicate that either
DNA gyrase is not the molecular target of these compounds or it is the target but its aspartic
acid at position 94 is not involved in its interaction with the enzyme. To address this question,
the ability of 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides to inhibit DNA gyrase was evaluated by a

supercoiling assay.
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3.4 DNA gyrase supercoiling activity is not inhibited by 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides

DNA gyrase is a type II topoisomerase that introduces negative supercoils into DNA at
the expense of ATP hydrolysis [14]. The DNA gyrase activity was analyzed by monitoring the
conversion of relaxed DNA to its supercoiled form in agarose gel electrophoresis experiment.
We found that the positive control, moxifloxacin, successfully inhibited DNA gyrase’s activity
at a minimum concentration of 2.5 uM, while the compounds 7 and 14 did not inhibit DNA
gyrase activity at any tested concentration (Supplementary Fig. S1). These results corroborated
with MIC determination for GyrA D94G point mutant, which suggested that DNA gyrase is not

the molecular target of 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides.

3.5 Compound 21-resistant spontaneous mutants are resistant to all 2-(quinolin-4-
yloxy)acetamide derivatives and have a unique mutation in gcrB gene

To identify the molecular target of 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides, the compound 21
was chosen among the derivatives to select for resistant spontaneous mutants, due to its great
anti-mycobacterial and intracellular activity as well as its metabolic stability [7]. Three clones
of compound 21-resistant spontaneous mutants were selected from plates containing 10.24
ug/ml of compound 21 for further characterization. The MIC for validated anti-tubercular drugs
was determined for the selected spontaneous mutants. These three selected clones were not
resistant to isoniazid, rifampicin, ethambutol, streptomycin, ofloxacin and moxifloxacin,
presenting MIC values comparable to those found for H37Rv strain (Table 4). The MIC was
also determined for all the 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives (Table 1) [7, 8] against
one clone resistant to compound 21. As shown in Table 4, the selected spontaneous mutant was
resistant not only to compound 21 but also to all 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives
tested. These results suggest that all 2(quinolin-4-yloxy)acetamide derivatives have the same
molecular target. To identify the mutation involved in 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide
resistance, the WGS of the three selected clones of spontaneous mutants resistant to compound
21 were performed and compared with the M. tuberculosis H37Rv sequence. We also
resequenced the wild-type H37Rv strain using the same bacterial stock employed to perform
the screening for spontaneous mutants resistant to compound 21, in order to discard any
artefactual difference due to previous variations eventually present in our bacterial stock of
H37Rv when compared with the reference H37Rv genome. The sequence analysis revealed the
same substitution at the qcrB gene coding sequence of a nucleotide adenine at position 937 by

a guanine in the three clones (Fig. 1A). This mutation led to the amino acid change T313A (Fig.
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1B). The qcrB gene was also amplified by PCR from the genomic DNA of the three selected
clones and submitted to target DNA sequencing, which confirmed the WGS data (data not

shown).

The qcrB gene encodes the subunit B of the cytochrome bci complex. This respiratory
complex is part of the electron transport chain, which is required for ATP synthesis. This
complex catalyzes the electron transfer from ubiquinol to cytochrome c [4]. Since the discovery
of Bedaquiline, a great interest in the development of new drugs that target the energy

metabolism is emerging, aiming to target the nonreplicating M. tuberculosis [26-28].

Recently, the molecular targets of Q203, an imidazopiridine amide, and Lanzoprazole,
a proton pump inhibitor belonging to the same class as omeprazole, were identified as the
cytochrome bci complex by WGS, where the mutation in qcrB gene that led to the amino acid
change T313A was identified [4, 18]. During the course of our study, Phummarin et al tested
the 2(quinolin-4-yloxy)acetamides against resistant M. tuberculosis strains containing different
mutations in crB, and suggested the molecular target of this chemical class as the cytochrome
bci complex [29], but no direct target identification was performed. In this work, we selected
spontaneous mutants resistant to our lead compound 21, following the same target identification
strategies used for several approved and under study anti-tubercular drugs, such as Bedaquiline

and Q203 [4, 5].
3.6. Molecular docking of QcrB protein from cytochrome bcl complex with compound 21

The WGS results indicated that the subunit B of the cytochrome bci complex is the
molecular target of the 2(quinolin-4-yloxy)acetamides. Even though this complex is formed by
three subunits and is located in a single operon, the only relevant mutation found in WGS data
was in subunit B. Therefore, molecular docking experiments were carried out to evaluate how
the QcrB protein mutation T313A could interfere with the interaction of QcrB with compound
21. We obtained three clusters of conformations of compound 21 into the binding cavity of
QcrB protein, which were denominated as C1, C2 and C3, respectively. C1 have thirty four, C2
nine, and C3 thirty five structures. However, the difference observed for the free energy of
binding (FEB) values is within the intrinsic AutoDock4 error (-2.5 kcal/mol), making it difficult
to provide structural evidence about the best conformation based on the QcrB FEB values,
which were equal to -8.70, -8.51, and -8.26 kcal/mol for clusters C1, C2 and C3, respectively.
Therefore, we have chosen the two most populated clusters to describe the conformation of the

compound into the Qp cavity. Fig. 2 shows the conformation of the cluster C1 and C3. All
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conformations of clusters C1 and C3 present the nitrogen of the conjugated ring positioned
close to the hydroxyl group of the T313. Because of the hydrophobicity of both compound and
binding cavity, the polar interaction between the T313 side chain and inhibitor could be
important to its stabilization. In addition, we suggest that the spontaneous mutation of T313A
confers resistance to 2(quinolin-4-yloxy)acetamides due to the lack of this interaction (N-OH).
These results indicate that the threonine side chain could be important for compound
stabilization. Since the alanine does not have the hydroxide on its side chain, the interaction
between the nitrogen in compound 21 and QcrB protein may be compromised. This residue is
located at the middle of a 12-residue helix and this region is important as it plays key roles in
the binding of Qp inhibitors. The Qp site is known as quinol oxidation site in various species
[30], and is essential for cell survival [31]. Interestingly, when the Qp site is aligned with the
human cytochrome, it meets an Ala-277 [30], meaning that humans possibly have an intrinsic

resistance to 2(quinolin-4-yloxy)acetamides.
4. Conclusions

The 2(quinolin-4-yloxy)acetamides are active against clinical isolates resistant to
isoniazid, rifampicin, ethambutol, streptomycin and ethionamide, which make this chemical
class promising candidates for the treatment of MDR-TB. The understanding of 2(quinolin-4-
yloxy)acetamide mechanism of action is an important step towards its development as a future
anti-tubercular drug. The initial evidence that DNA gyrase might be the target of 2(quinolin-4-
yloxy)acetamides based mainly on high MIC values against ofloxacin-resistant clinical isolates,
was discarded by experiments performed with M. tuberculosis GyrA point mutant and DNA
gyrase supercoiling inhibition assay, and afterwards, QcrB protein was identified as the
molecular target by WGS. These findings emphasized that data from clinical isolates should be
interpreted carefully, since these strains are usually partially characterized, and in some cases,
the few mutations identified by target DNA sequencing are not related to the resistant
phenotype. The selection of spontaneous mutants followed by WGS was found to be an efficient
strategy to identify the 2(quinolin-4-yloxy)acetamide molecular target. Further studies are still

needed to assess pharmacological characteristics of the 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides.
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Figures and legends
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Figure 1. Analysis of whole genome sequencing (WGS) data from compound 21
spontaneous mutants comparing with M. tuberculosis H37Rv (control) using MEGA 7
software. A. WGS nucleotide alignment of control and compound 21 spontaneous mutants. B.
WGS amino acid sequence alignment. The mutation ACC to GCC at nucleotide position 937
or T313A (amino acid) is indicated by an arrow. QcrB_WT S is the standard sequence from

Tuberculist database; QcrB. WT H37Rv is the sequence from H37Rv strain obtained by WGS,

QcrB clone 1, 2 and 3 are the sequences from compound 21 spontaneous mutants’ clones 1, 2,

and 3 obtained by WGS.

Figure 2. Molecular docking results of QcrB protein with compound 21. The best docking
poses of the cluster C1 (A), and C3 (B) into the Qp binding cavity. The tertiary structure of
QcrB protein is represented in ribbon, the helices are colored in blue and loops in grey. The
residue T313 and the compound 21 are drawn as sticks and colored by CPK. Image generated

with PyMOL program.



49

448  Tables
449  Table 1 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides derivatives used in this work.

J

(@)

2
—
N~ "R’

H
N.ps

450 1-23
Compounds®  ClogP? R!? R? R3

1 3.32 Me MeO MeO-2-Ce¢Ha

2 3.05 Me H MeO-2-CsH4
3 3.83 Me MeO Ph

3.91 Me MeO MeO-3-CeHa

5 391 Me MeO MeO-4-C¢Ha
6 3.34 Me MeO  (MeO)2-4-CeHs
7 3.68 Me MeO Me-2-CesHa
8 5.17 Me MeO CF3-4-C¢Ha
9 3.95 Me MeO Cl-2-C6Ha
10 4.80 Me MeO Cl1-3-C6Ha
11 4.80 Me MeO Cl-4-CsH4
12 4.95 Me MeO Br-4-C¢Ha
13 3.86 Me MeO Bn
14 5.01 Me MeO 2-Naphthyl
15 389 Me MeO ﬁ\@%
(6}
16 4.38 Pr  MeO MeO-2-C¢Ha
17 485  Me MeO £ \©:>
18 478 Me MeO  (Me)-3,4-CsHs
19 4.33 Me MeO Me-4-CesHa
20 4.86 Me MeO Et-4-C¢Ha
21 5.39 Me MeO Pr-4-Ce¢Ha
22 5.92 Me MeO Bu-4-CeHa
23 6.45 Me MeO Pent-4-C¢Ha

451 *Compound 1 was first described by Ballell et al. [6]; compounds 2-15 and 16-23 were
452  synthetized as described previously by Pissinate et al. [7] and Giacobbo et al. [8], respectively.
453  "ClogP calculated by ChemBioDraw Ultra, version 13.0.0.3015.

454
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455  Table 2 Minimal inhibitory concentrations (MICs) of the 2(quinolin-4-yoloxy)acetamide
456  derivatives against M. tuberculosis H37Rv and clinical isolates resistant to isoniazid,
457  rifampicin, streptomycin, ethambutol and ethionamide.

Compounds Strains — MIC (pg/mL)?

H37Rv ~ CDCT-2 CDCT-27 CDCT-3

Isoniazid 0.312 >100 25 25

Rifampicin 0.04 >100 0.4 6.25
Streptomycin 0.625 6.25 0.3 0.39
Ethambutol 1.25 25 50 6.25
Ethionamide 6.25 >100 12.5 3.13
16 0.01 <0.002 0.008 0.016

17 0.04 <0.002 0.008 0.008

18 0.04 <0.002 0.016 0.016

19 0.04 <0.002 0.031 0.031

20 0.02 <0.002 0.008 0.008

21 0.02 <0.002 0.004 0.008

22 0.08 <0.002 0.008 0.008

23 0.02 <0.002 <0.002 <0.002

458  *MIC values reported here were observed in two independent experiments or were the highest
459  value observed among three independent assays.

460
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Table 3 Minimal inhibitory concentrations (MICs) of 2(quinolin-4-yoloxy)acetamides against

M. tuberculosis ofloxacin-resistant and ofloxacin-sensitive clinical isolates.

Strains® (Ofloxacin-resistant and sensitive clinical isolates)— MIC (ug/mL)

Compound
1 7 8 9 10 1 S1 S2 S3
§ Qb ch Q3 Q4d QS“ Q6 Q Q Q Q Ql
Lev 8 4 2 2 1 1 2 2 1 1 2 0.5 0.25 0.5
Mox | 02 02 02 012 02 012 02 013 012 05 012 0.125 0.12
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Oflo 64 8 4 2 4 4 2 8 2 2 8 1 1 1
| | 05 05 | 0.5 05 0.06 0.5 0.5 1 0.5 0.12 0.06 0.12
5 5
3 1 1 2 1 2 1 0.5 2 1 0.5 0.5 0.5 0.25 0.5
4 8 4 4 2 4 4 0.5 4 4 4 8 1 1 1
5 1 0.5 1 0.5 0.25 0.5 0.03 1 0.5 1 1 0.06 0.06 0.06
6 4 4 | ) ) ) 0.06 1 2 4 4 0.512 0.03 0.03
7 4 4 ) ) | ) 0.06 2 2 4 4 0.512 0.25 0.25
8 4 2 4 4 0.25 1 2 1 2 1 1 4 2 2
9 | | ) | 64 | 0.03 05 1 2 1 0.12 0.03 0.12
5 5
10 4 2 4 4 8 2 1 2 1 2 1 1 0.125 0.5
1 1 16 16 16 16 g 0.06 4 16 8 8 0.5 0.012 0.12
5 5
12 16 g 3 16 16 ) 0.06 2 8 4 2 0.5 0.012  0.12
5 5
13 8 8 2 2 2 2 1 4 2 4 2 1 2 1
14 1 1 1 1 0.5 1 0.03 1 0.5 1 1 0.06 0.03 0.06
15 1 0.5 1 0.5 0.5 0.5 025 1 0.5 1 1 0.06 0.06 0.03

Lev, levofloxacin; Mox, moxifloxacin; Oflo, ofloxacin

2 Q1-11, ofloxacin-resistant strains; S1-3, ofloxacin-sensitive strains

® Q1 has the gyrA mutation D94H (GAC — CAC)

¢ Q2 has the gyrA mutation A90V (GCG — GTG)

4Q4 and Q5 clinical isolates were also resistant to rifampicin and isoniazid
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469 Table 4 Minimal inhibitory concentrations (MICs) of the 2(quinolin-4-yoloxy)acetamides
470  against M. tuberculosis H37Rv, GyrA point mutant and compound 21 spontaneous mutants.

Compounds Strains — MIC (ng/mL)?
H37Rv  GyrA point mutant ~ Compound 21 mutant®

Isoniazid 0.312 0.312 0.312
Rifampicin 0.04 0.04 0.08
Streptomycin 0.625 0.625 0.625
Ethambutol 1.25 1.25 1.25
Ofloxacin 0.63 10 0.31
Moxifloxacin 0.08 5 0.16
1 0.156 0.04 >10

10 10 >10

3 0.156 0.04 10

4 0.312 0.156 >10

5 0.156 0.04 >10

6 0.156 0.156 >10

7 0.156 0.04 >10

8 0.31 0.31 >10

9 0.156 0.08 >10

10 0.08 0.31 >10

11 0.156 <0.02 >10

12 0.02 <0.02 >10

13 0.625 0.156 >10

14 <0.02 <0.02 >10

15 0.156 0.04 >10

16 0.01 <0.02 >10

17 0.04 <0.02 10

18 0.04 <0.02 >10

19 0.04 <0.02 10

20 0.02 <0.02 >10

21 0.02 <0.02 >10

22 0.08 <0.02 10

23 0.02 <0.02 >10

471  *MIC values reported here were observed in two independent experiments or were the highest
472  value observed among three independent assays.

473 ® MIC for all three spontaneous mutant clones were determined for isoniazid, rifampicin,
474  ethambutol, streptomycin, ofloxacin and moxifloxacin. Since the same MIC results were
475  obtained, one mutant was used to perform the MIC assay for all 2-(quinolin-4-yloxy)acetamide
476  derivatives.

477
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Supplementary Figure S1. DNA gyrase supercoiling activity is not inhibited by 2-(quinolin-
4-yloxy)acetamide derivatives 7 and 14. Relaxed pBR322 plasmid (0.5 mg) was incubated with
DNA gyrase (30 mM of each GyrA and GyrB subunits) in the presence of different
concentrations of moxifloxacin, compound 7 or 14. The reactions were stopped, and the DNA
products were analyzed by electrophoresis in agarose gel. Lanes NC and PC, Negative Control

without DNA gyrase and Positive Control with DNA gyrase and without inhibitor, respectively.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A tuberculose tem sido uma grande preocupag¢do mundial e por isso tem se investido na
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos na busca por alternativas de tratamento. Apesar
das politicas de erradicacdo desta doenga, ela se tornou a principal causa de morte por doenga
infecciosa no ano de 2015. Levando em consideragdo a End TB strategy, um dos pilares para a
erradicacdo desta doenca ¢ a inovacdo. Desta forma, a descoberta de novas moléculas capazes
de eliminar o bacilo faz parte deste pilar e se mostra essencial para atingirmos as metas desta

estratégia.

A partir da publicacao de Ballell e colaboradores, onde foram sugeridas diferentes classes
de moléculas com caracteristicas farmacologicas interessantes, 0 nosso grupo de pesquisa vem
desenvolvendo uma série de compostos da classe das 2(quinolin-4-iloxi) acetamidas. Apos
diversos estudos de relacdo estrutura-atividade, avaliagdo de toxicidade em células e zebrafish,
analise da atividade em diferentes cepas laboratoriais de M. tuberculosis e isolados clinicos
resistentes, a identificacdo do alvo molecular faz-se necessaria para dar continuidade as etapas
de desenvolvimentos destes candidatos a farmacos. Para isto, o presente estudo buscou
desenvolver uma estratégia para identificacdo e validagdo de alvos moleculares utilizando

ferramentas genéticas.

Uma vez que as fluoroquinolonas, medicamento amplamente utilizado para o tratamento da
tuberculose, validaram a DNA girase como um bom alvo para o tratamento da tuberculose,
torna-se interessante o desenvolvimento de inibidores para esta enzima. Baseado em
similaridade estrutural das fluoroquinolonas com as 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas, surgiu a
hipétese de que ambas as classes tivessem o mesmo alvo. Desta forma, isolados clinicos
resistentes a ofloxacino foram submetidos ao ensaio de CIM, onde foi observada resisténcia a
serie quimica desenvolvida. Estes resultados corroboraram com a nossa hipotese. Para
continuar o estudo de identifica¢do de alvo, a técnica de recombineering foi utilizada para a
construgdo de uma cepa laboratorial de M. tuberculosis contendo a mutag¢ao pontual no gene
gyrA D94G, descrita como uma das principais mutagdes encontradas em isolados clinicos de
M. tuberculosis resistentes a fluoroquinolonas (Maruri et al., 2012; Cohen et al., 2014; Mayer
e Takiff, 2014). A resisténcia a fluoroquinolonas foi confirmada na mutante pontual, no entanto,
a cepa se mostrou sensivel a todos os compostos da série das 2(quinolin-4-i16xi) acetamidas.
Os resultados obtidos indicaram que o residuo de aminoacido D94 da subunidade GyrA da
DNA girase ndo parece estar envolvido com o mecanismo de inibi¢do das 2(quinolin-4-

iloxiacetamidas) em M. tuberculosis, diferente das fluoroquinolonas. A fim de analisar se a
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atividade inibitoria das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas estava relacionada com a DNA girase,
um teste de inibi¢cdo composto-enzima foi realizado. Como a DNA girase catalisa a formagao
de superenrolamentos negativos na fita de DNA, um teste que verifica sua atividade ¢ a
observagdo da conversio de um DNA relaxado em sua forma superenrolada. Neste
experimento, apenas o controle positivo, moxifloxacino, demonstrou inibigdo. Estes resultados
negaram a nossa hipotese de que a DNA girase seria o alvo molecular das 2(quinolin-4-iloxi)
acetamidas. A constru¢do do mutante condicional para a DNA girase seria interessante para
verificar se ao reduzir os niveis de expressdo da proteina a CIM seria afetada, o que poderia
confirmar o alvo molecular dos compostos, caso tivéssemos evidéncias de que este fosse a DNA

girase. Entretanto, esta construcao ndo foi finalizada por dificuldades experimentais.

Baseando-se na estratégia empregada por outros grupos para a identificacdo de alvo,
prosseguiu-se, entdo, para a selecdo de mutantes espontineos resistentes ao composto 12L,
derivado das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas. Selecionamos o composto 12L devido a sua alta
atividade antimicobacteriana em ensaios de CIM e de macrofagos, além de sua alta estabilidade
biologica. Apos a obtencdo dos mutantes, estes foram caracterizados fenotipicamente através
da determinacdo da CIM. Todos os compostos da série das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas que
foram testados se mostraram ineficazes contra o mutante espontaneo, enquanto que as
fluoroquinolonas foram capazes de inibir o crescimento deste mutante. Estes resultados indicam
que todos os compostos possuem um alvo molecular comum que mais uma vez ndo parece estar
relacionado com a DNA girase. Em seguida, trés clones mutantes espontaneos resistentes as
2(quinolin-4-iloxi) acetamidas foram enviados para sequenciamento completo de genomas,
realizado pela empresa Neoprospecta (Brasil). A analise de resultados do sequenciamento
completo mostrou que os 3 clones possuem uma substitui¢do no nucleotideo adenina da posi¢ao
937 por uma guanina no gene crB, que leva a uma alteracdo do aminoacido T313A. O gene
gcrB codifica a subunidade B do complexo citocromo bcl. Estes resultados sugerem que o alvo
molecular das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas é a subunidade B do citocromo bcl que é
responsavel pela transmissdo de elétrons na cadeia respiratoria do bacilo. Conforme descrito
anteriormente, moléculas que atuam em alvos envolvidos no metabolismo energético se
mostram promissoras frente a forma latente do bacilo. O combate da doenga na sua forma
latente ¢ de extrema importancia, uma vez que os individuos que possuem o bacilo na forma
dormente podem se tornar uma fonte de transmissao de tuberculose. Micobactérias dormentes
tem um baixo indice energético, portanto, moléculas que atuem impedindo a sintese de ATP

podem ser eficazes neste contexto. Durante o desenvolvimento deste trabalho, outros estudos
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foram publicados onde a atividade das 2(quinolin-4-iloxi) acetamidas foi relatada. Em
novembro de 2016 Phummarin e colaboradores descreveram a atividade de seus derivados
frente a cepas contendo diferentes mutagcdes no gene (crB. Seus achados demonstraram que
estas cepas sdo resistentes as 2(quinolin-4-iloxi) acetamidas e sugerem que seu alvo seja a
subunidade B do complexo citocromo bci. Apesar destes resultados, o nosso trabalho
confirmou a QcrB como o alvo molecular desta série de compostos através da selegdo de
mutantes espontaneos seguida pelo sequenciamento completo do genoma, uma metodologia
amplamente utilizada na determina¢do de alvos moleculares. Assim, nossos resultados
corroboram e complementam os dados publicados recentemente a respeito do alvo molecular

das 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas.

A fim de melhor caracterizar a interacdo da molécula lider 12L com a proteina QcrB, o
docking molecular foi realizado em parceria com o Laboratorio de Bioinformatica, Modelagem
e Simulagdo de Biossistemas da PUCRS. As estruturas putativas da QcrB selvagem e mutante
foram baseadas na subunidade A de Rhodobacter sphaeroides (PDB ID 2QJY), onde na posigdo
313 encontramos uma treonina ou uma alanina, respectivamente (Rybniker et al., 2015). Nestas
analises, os resultados sugerem que a hidroxila presente na cadeira lateral da treonina ¢ uma
caracteristica importante que estd presente na proteina selvagem e que esta hidroxila ¢
responsavel por uma interagdo com o nitrogénio presente no nicleo da molécula 12L. Quando
a ligacdo do composto 12L foi avaliada com a QcrB mutante, onde ha uma alanina na posi¢ao
313, esta ligacdo ndo ocorreu, uma vez que a alanina ndo possui uma hidroxila na sua cadeia
lateral. Desta forma, os resultados sugerem que esta interagdo OH-N ¢é importante para a
atividade farmacologica do composto 12L, porém os achados obtidos devem ser confirmados

por estudos de cristalografia para melhor determinar a intera¢do proteina-composto.

Para finalizar nossos estudos, pretendemos obter uma mutante pontual QcrB T313A e
realizar um ensaio de CIM para validar esta proteina como sendo o alvo das 2(quinolin-4-il6xi)
acetamidas. Além disso, como estas moléculas atuam no metabolismo energético do bacilo,
iremos realizar um teste de toxicidade mitocondrial em células HepG2. Como as células HepG2
sdo resistentes a compostos com atividade toxica frente a mitocondria, devido a sua alta
capacidade glicolitica, a substitui¢do da glicose por galactose no meio DMEM fara com que se
aumente o ritmo respiratorio para que os niveis de ATP sejam mantidos. A oxidagdo da
galactose para piruvato por meio de glicélise ndo fornece quantidades suficientes de ATP, desta
forma, as células passam a necessitar da via mitocondrial para obter ATP. Nestas condi¢des, as

células estdo mais suscetiveis a toxicantes mitocondriais (Marroquin et al., 2007). Por fim,
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sugere-se que moléculas que atuam no metabolismo energético sao eficazes frente ao bacilo na
sua forma latente. Para verificar esta hipotese, realizaremos testes de CIM das 2(quinolin-4-

il6xi1) acetamidas frente ao bacilo dormente (Taneja e Tyagi, 2007; Koul et al., 2008).

A identificagdo de alvos moleculares ¢ uma etapa essencial do desenvolvimento de novos
farmacos. Este trabalho contribuiu para o melhor entendimento do mecanismo de acao das
2(quinolin-4-il6xi) acetamidas em M. tuberculosis e possibilitou a identificagdo de um novo
alvo molecular para o planejamento de farmacos. Outros estudos com estes compostos estao
em andamento, como a determinacao da farmacocinética, toxicidade aguda e cronica em células
e ensaios pré-clinicos em camundongos, para que as 2(quinolin-4-il6xi) acetamidas possam
prosseguir nas etapas de desenvolvimento de um novo candidato a fArmaco para tratar a

tuberculose.
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Keywords: infection. Use of the checkerb hod to i igate the association profiles of lead compounds with

Tuberculosis first- and second-line antituberculosis drugs showed that 2-(quinolin-4-yloxy)acetamides have a syn-

Intracellular activity ergistic effect with rifampin. Ultimately, the good permeability, moderate rates of metabolism and low

Synergism risk of drug-drug interactions displayed by some of the synthesized compounds indicate that 2<{qui-

Drug-resistant strains nolin-4-yloxy)acetamides may yield candidates to use in the develop of novel alt ive thera-

peutics for tuberculosis treatment.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is considered one of the main
endemic diseases in the world, and Brazil is
among the countries which has the highest
mecidence of cutaneous and mucocutaneous forms
of leishmaniosis caused mamnly by Leishmania
braziliensis. Although treatment to this disease is
available, the first-line drugs against leishmaniosis
have several limitations: parenteral administration,
long duration of treatment, and serious toxicities.
One key metabolic characteristic of these parasites
15 the lack of de novo purine biosynthesis pathway,
making them auxotrophic to purines. Accordingly,
they rely solely on the purine salvage pathway for
nucleotide synthesis. A better understanding of the
purine salvage pathwav can reveal details of the
bwology of L. braziliensis that could, in turn, be
used to develop new strategies to combat this
parasite. The mmosime-unidine nuclenside hydrolase
from L. braziliensis (LHIU-NH) plavs an important
role in the salvage process and is an attractive drug
target as there 15 no similar catalytic activity in
mammals, Here, it is described cloning,
heterologous protein expression, and a three-step
purification protocol that yielded homogenous
recombinant protein. Determination of LbIU-NH
steady-state  kinetic constants for mosine,

adenosine, cytidine and undme are also reported.
These data suggest that LAIU-NH displays
charactenistics of a nonspecific  hydrolase.
Thermodynamic profile suggests that o-D-ribose
can bind to free enzyme with favorable enthalpic
(AH}) and entropic  (AS)  contributions.
Thermodynamic activation parameters (£, ,-!nG“,
ﬂ.’j", ) for the LbIU-NH-catalyzed chemical
reaction, pre-steadv-state kinetics, solvent kinetic
isotope effects, and pH-rate profiles are also
presented. In addition, the erystal structure of
LAIU-NH in complex with B-D-ribose and Ca®" at
1.5 A resolution is described,

INTRODUCTION

Trypanosomaridae  family consists  of
protozoan  parasites that can cause various
diseases. Amongst its members, Leishmania 1s one
of great importance, especially in Brazil, where
the species L. (V) braziliensis, L. (L.) amazonensis
and L. (L) infant chagasi have been identified."”
These protozoans are flagellated parasites that can
cause several dermatological and  visceral
manifestations in  mammals, known as
leishmaniosis. This disease 15 an antropozoonose
with great veterinary and medical significance **
Its transmussion 15 mediated by a female sand fly
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