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(57) Resumo: UTILIZAGAO DE 3-[2,4-BIS((3S)-3-METHYLMORPHOLIN-4-YL)PYRIDO[5,6-E]PYRIMIDIN-7-YL]- N-
METHYLBENZAMIDE E 8-(6-METHOXYPYRIDIN-3-YL)-3-METHYL-1-[4-(PIPERAZIN-1-YL)-3- TRIFLUOROMETHYLPHENYL]
-1,3-DIHYDROIMIDAZO[4,5-C]QUINOLIN-2-ONE COMO INIBIDOR DO CRESCIMENTO DE PARACOCCIDIOIDES SPP. NO
TRATAMENTO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE. Refere-se a descoberta de novos farmacos para o tratamento da
paracoccidioidomicose utilizando a metodologia de reposicionamento de farmacos. As proteinas ort6logas de Paracoccidioides
spp. Pb01, Pb03 e Pb18 foram selecionadas a partir da comparacgdo das proteinas dos trés isolados, e comparadas
posteriormente, com proteinas dos bancos de dados DrugBank e Therapeutic Target Database (TTD), visando a identificacéo de
farmacos que tivessem essas proteinas como alvo. Os critérios de inclusdo e exclusédo foram: sele¢cdo de medicamentos a partir
da fase Il; identidade das sequéncias =30% das proteinas de Paracoccidioides spp. com as proteinas dos bancos de farmacos. A
essencialidade dos alvos previstos foi investigada usando como modelo Saccharomyces cerevisiae. As proteinas foram
submetidas a modelagem por homologia e ancoragem molecular para predicéo de estrutura tridimensional do complexo proteina-
farmaco e avaliacdo de energia de ligagdo dos complexos formados. Os 3-[2,4-Bis((3S)-3-methylmorpholin-4-yl)pyrido[5,6-€]
pyrimidin-7-yl]-Nmethylbenzamide e 8-(6-Methoxypyridin-3-yl)-3-methyl-1-[4-(piperazin-1-yl)-3-trifluoromethylphenyl]-1,3-
dihydroimidazo[4,5-c]quinolin-2-one foram testados in vitro, os quais apresentaram alta (...).
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Utilizacdo de 3-[2,4-Bis((3S)-3-methylmorpholin-4-yl)pyrido[5,6-e]pyrimidin-7-yl]-
N-methylbenzamide e 8-(6-Methoxypyridin-3-yl)-3-methyl-1-[4-(piperazin-1-yl)-3-
trifluoromethylphenyl]-1,3-dihydroimidazo[4,5-c]quinolin-2-one como inibidor do

crescimento de Paracoccidioides spp. no tratamento da Paracoccidioidomicose

Relatério descritivo

Campo da invengao

[001] A presente invencdo esta relacionada a area farmacéutica, com indicacdes para o
tratamento da paracoccidioidomicose e apresenta farmacos com atividade anti-
Paracoccidioides spp. que foram reposicionados. Além da principal utilizacdo como

antiflngico, as estruturas poderdo ser protétipos para estudos de otimizacdo de atividade.

Problemas que a inveng¢ao se propae a resolver

[002] Tendo em vista a relevancia e a prevaléncia da PCM nos paises da América Latina,
o longo tempo de tratamento e as sequelas causadas, o0 reposicionamento de 3-[2,4-
Bis((3S)-3-methylmorpholin-4-yl)pyrido[5,6-e]pyrimidin-7-yl]-N-methylbenzamide e
8-(6-Methoxypyridin-3-yl)-3-methyl-1-[4-(piperazin-1-yl)-3-trifluoromethylphenyl]-
1,3-dihydroimidazo[4,5-c]quinolin-2-one para PCM é uma alternativa viavel na busca
de farmacos com maior eficacia e mais seguros para o tratamento da PCM.

[003] Os estudos computacionais sdo Uteis para reduzir o custo operacional e tempo
necessarios para realizagdo dos ensaios bioldgicos, in vitro e in vivo, importantes para
investigacdo da atividade contra PCM. Os farmacos, 3-[2,4-Bis((3S)-3-
methylmorpholin-4-yl)pyrido[5,6-e]pyrimidin-7-yl]-N-methylbenzamide e  8-(6-
Methoxypyridin-3-yl)-3-methyl-1-[4-(piperazin-1-yl)-3-trifluoromethylphenyl]-1,3-
dihydroimidazo[4,5-c]quinolin-2-one, identificados e proposto para o tratamento da
PCM também poderdo servir como scaffolds para o planejamento e sintese de analogos

estruturais com maior poténcia e seletividade.
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Fundamentos da invencao e estado da técnica

[004] Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose restrita a América Latina, de grande
repercussao socioecondmica devido a altas taxas de mortes prematuras e incapacidade
para o trabalho (1). Os agentes etioldgicos da PCM sdo fungos pertencentes ao género
Paracoccidioides, o qual compreendem cinco espécies com ocorréncia restrita as areas
geograficas da Argentina, Brasil, Peru, Paraguai e Venezuela: Paracoccidioides
brasiliensis,  Paracoccidioides  americana, Paracoccidioides  venezuelensis,
Paracoccidioides restrepiensis e Paracoccidioides lutzii (2).

[005] Apesar de ndo ser uma micose de notificacdo compulsoria, a incidéncia anual,
mesmo estimada, € preocupante. Para as 3.583 mortes devido a micoses sistémicas
ocorridas nos anos de 1996 a 2006, a PCM foi a micose com maior prevaléncia,
apresentando uma média anual de 171 ébitos (3). De 1980 a 1999 foram descritos 422
casos no estado de Mato Grosso do Sul (4).

[006] No Parana, de 1980 a 1998, foram reportadas 551 mortes por PCM, e 102 casos de
2008 a 2009 (5, 6). Em Séao Paulo, 1000 casos foram descritos de 1960 a 1999 (7). Em
Goias, no periodo de 2000 a 2006 foram diagnosticados, através do estudo realizado em
um hospital universitario, 77 casos de PCM (8). No Amazonas, regido norte do Brasil, de
1997 a 2012, 2163 casos foram relatados (9).

[007] O tratamento da PCM consiste em duas fases: controle imediato da infecgéo (fase
de ataque), como reducdo da carga fungica e sintomas da doenga e terapéutica de
manutencdo, realizada até a obtencéo dos critérios de cura. A erradicacdo do fungo nos
tecidos € lenta, sendo necesséria a avaliacdo periodica dos pacientes quanto aos sintomas
e desaparecimento das lesdes ativas para evitar recidivas (10).

[008] A escolha de uma terapia eficiente para a PCM se faz avaliando o grau da lesdo, a
severidade da doenca, capacidade imunoldgica do paciente, reacdo de hipersensibilidade
e contraindicacdo dos antifungicos. Além dos antifingicos, o suporte nutricional,
tratamento de eventuais sequelas e a prevencgéo de doencgas oportunistas sdo consideradas
no paciente (10).

[009] Comumente é administrado anfotericina B em desoxicolato ou em formulagéo

lipidica (complexo lipossomal ou lipidico), a associacdo de sulfametoxazol-trimetoprim
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(co-trimoxazol) e antifungicos da classe dos azolicos, como itraconazol.

[010] Em adi¢do a toxicidade, a problematica da terapéutica da PCM aumenta devido ao
tempo prolongado da administracdo dos agentes antifungicos, o que interfere na adesao
ao tratamento pelos pacientes. Além disso, apesar da existéncia de potentes agentes
antifungicos, a atencéo a isolados resistentes é imprescindivel. Em Paracoccidioides
spp., foram encontrados homdlogos para os genes relacionados a degeneragdo cerebelar
(CDR1, CDR2), resisténcia multi-droga (MDR1) de Candida albicans, resisténcia a
droga pleiotropica (PDR5) de Saccharomyces cerevisiae e os genes transportadores ABC
(AtrF) de Aspergillus spp., todos eles relacionados com a resisténcia a azois (11). Assim,
como o tratamento atual para PCM utiliza principalmente derivados azolicos, esses genes
podem desempenhar um papel similar em Paracoccidioides spp. com possibilidade de
surgimento de isolados resistentes. De fato, a resisténcia in vitro de Paracoccidiodes spp.
tem sido evidenciada para derivados azdlicos (12) demonstrando a importancia da

pesquisa por novos antiflngicos.

[011] O desenvolvimento de novos farmacos € um processo longo, complexo, arriscado,
que exige muita pesquisa e dedicacdo, assim, poucas industrias farmacéuticas estdo

dispostas a realizar esse investimento financeiro (13).

[012] Uma alternativa mais acessivel é o reposicionamento de farmacos, a utilizacdo de
farmacos ja existentes e comercializados para o tratamento diferentes dos quais foram
inicialmente desenvolvidos. Devido aos farmacos comercializados possuirem dados de
toxidade, farmacocinética e farmacodindmica estabelecidos, 0 processo de
reposicionamento torna-se vantajoso, ja que obter estas informacdes é geralmente
demorado e oneroso (14).

[013] Na farmacologia, softwares que usam diferentes fontes de informag@es bioldgicas
e médicas vém sendo utilizados para criagdo de modelos computacionais, sugerindo
hipdteses e proporcionando descobertas de potenciais farmacos (15). Alem disso, para
facilitar o acesso de informacdes sobre alvos terapéuticos, bases de dados publicas
acessiveis, como DrugBank (16) e Therapeutic Target Database (TTD) (17), as quais

possuem Vvérias informacdes de compostos e seus alvos, tém sido desenvolvida.
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Descrigdo da invengao

[014] O reposicionamento foi realizado computacionalmente e validado
experimentalmente. A Mineracdo de dados do genoma de Paracoccidioides spp.:
Inicialmente, compilamos uma lista de todas as proteinas P. lutzii (Pb01), P. americana
(Pb03) e P. brasiliensis (Pb18) disponivel no Broad Institute. Em seguida, a identificagdo
de proteinas ort6logas entre os trés isolados do genoma foi realizada utilizando o servidor
OrthoVenn. As semelhancas entre as sequéncias proteicas foram calculadas com um valor
de expectativa (e-valor) de 10°.

[015] Os farmacos anti-PCM preditos foram rastreados usando a suposicao subjacente de
que as proteinas homaologas tém maior probabilidade de compartilhar os mesmos ligantes.
Assim, foi realizada uma pesquisa baseada em similaridade das sequéncias entre as
proteinas Pb0l1 e todos os alvos farmacologicos disponiveis no DrugBank e no
Therapeutic Targets Database (TTD). Estas bases de dados publicamente
disponibilizadas proporcionam informacéao sobre os alvos proteicos e de &cidos nucleicos
terapéuticos conhecidos e explorados, a doenca alvo, a informacéao da via e os farmacos
correspondentes que interagem com cada um destes alvos. Apenas proteinas homologas
com valores de saida e <102° foram consideradas para analise posterior.

[016] Genes essenciais, cujos auséncia resultam em inviabilidade ou letalidade celular,
sdo cruciais para o estudo da robustez do sistema bioldgico e identificacdo eficaz de alvos
de drogas. Um conjunto de genes essenciais de S. cerevisiae (organismo modelo) foi
baixado do banco de dados de genes essenciais e comparado com alvos priorizados de
Pb01 usando OrthoVenn. Posteriormente, a essencialidade das proteinas priorizadas foi
inferida pela selecdo de alvos Pb01 ortdlogos (e-value <102%) as proteinas de S.
cerevisiae.

[017] As estruturas 3D dos alvos de Pb01 preditos foram construidas usando o servidor
SWISS-MODEL. Modelos de homologia foram construidos usando quatro etapas
principais: (a) identificacdo de modelos estruturais em banco de dados de proteinas
(PDB); (b) alinhamento de sequéncias proteicas e estruturas modelo; ¢) construcdo de
modelos; e (d) analise da qualidade geométrica e estereoquimica das estruturas. Os

melhores modelos de homologia foram estruturalmente otimizados usando o servidor
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KoBaMIN, que refina uma Unica estrutura proteica ou um conjunto de proteinas
subjacentes ao potencial baseado no conhecimento derivado de estruturas depositadas no
PDB. As estruturas 3D foram entdo importadas para o servidor H ™ e os estados de
protonacdo de seus residuos foram estimados em pH neutro (7,4 = 1,0). Por fim, a
confiabilidade da estrutura dos modelos foi avaliada usando MolProbity.

[018] Os farmacos preditos foram cuidadosamente padronizados de acordo com o
protocolo proposto por Fourches e colaboradores. Ap6s a padronizagdo da estrutura,
2.000 conformacdes foram geradas para cada farmaco usando o software OMEGA
v.3.0.0.1, enquanto os estados de protonacdo em pH neutro (7,4 = 1,0) e cargas AM1-
BCC foram estimados usando QUACPAC v .1.0.0.2.

[019] As proteinas preparadas foram entdo submetidas ao protocolo de geragédo de redes
usando uma sonda molecular disponivel no OEDocking suite v.3.2.0 para a deteccédo de
bolsas de ligacdo ao redor da proteina. Finalmente, os calculos de docking molecular
foram realizados usando o protocolo de alta resolucdo do programa FRED com a funcéo
ChemGauss4 score.

[020] Experimentalmente, Pb01, Pb03 e Pb18 foram incubados em meio liquido Fava-
Netto (0,3% protease peptona, 1% peptona, 0,5% (p / v) extrato de carne, 0,5% (p / v)
extrato de levedura, 1% infusdo de cérebro, 4% de glicose, 0,5% de NaCl, 5 pg/mL de
gentamicina), pH 7,2, por 48 horas a 37 ° C, com agitacdo. Em seguida, as células foram
centrifugadas e lavadas com solugéo salina tamponada com fosfato (Na2HPO4 a 0,09%,
KH2PO4 a 0,02%, NaCl a 0,8%, KC1 a 0,02%, pH 7,2). Finalmente, as células foram
transferidas para meio RPMI 1640 quimicamente definido (Sigma-Aldrich) e incubadas
durante 16 h a 37 enquanto se agitavam para permitir a adaptacdo das células fangicas.
[021] A determinacdo da CIM foi realizada seguindo recomendagdes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2008) e adaptadas de acordo com Silva e colegas
(18). Em cada pocgo da microplaca, diluigdes dos compostos foram adicionadas, com a
adicdo da suspenséo flingica para uma concentragdo final de 1 x 10° células / mL. Para
determinar o crescimento fungico maximo (controle positivo), as células foram colocadas
na presenca de apenas meio RPMI 1640. As placas foram mantidas a 36 ° C sob agitacéo

durante 48 h. Posteriormente, 20 uL. da solugdo de resazurina 0,02% foram adicionados
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e incubados por 24 h sob as mesmas condicdes de ensaio. A MIC foi determinada pela

leitura da absorbancia usando comprimentos de onda de 640 nm e 530 nm.

[022] Para cada pogo, uma subcultura foi realizada transferindo-se 20 uL. do material do

MIC correspondente para uma placa de Petri contendo meio solido Fava-Netto. Como

controle para o crescimento fungico, uma aliquota do controle positivo também foi

plagueada. As placas foram incubadas a 37 ° C durante 7 dias, com subsequente leitura

da absorbéncia. A concentragdo fungicida foi definida como a menor concentragdo em

que o crescimento fangico ndo foi visualizado.

[023] Tabela 1. Farmacos reposicionados e atividade in vitro anti-Paracoccidioides

SpPp.
. Identidade . CIM (uMm) CFM (uM)
Drug Alvo predito para da Docking —0 0 Pb0 Pb1 PbO PbO
Paracoccidioides a score Pb18
senquéncia 1 3 8 1 3
_ Phosphatidylinositol ., 1322 10 10 42 10 10 42
3-[2,4-Bis((3S)-3- 3-kinase TOR2
methylmorpholin-4-yl)pyridol[5,6-
e]pyrimidin-7-yl]-N-
methylbenzamide
Phosphatidylinositol oo 1303 36 36 73 73 73 145

8-(6-Methoxypyridin-3-yl)-3- 3-kinase TOR2

methyl-1-[4-(piperazin-1-yl)-3-
trifluoromethylphenyl]-1,3-
dihydroimidazo[4,5-c]quinolin-2-
one

[024] CFM: Concentracdo fungicida minima, CIM: concentracdo inibitéria minima
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Utilizagdo de 3-[2,4-Bis((3S)-3-methylmorpholin-4-yl)pyrido[5,6-e]pyrimidin-7-yl]-
N-methylbenzamide e 8-(6-Methoxypyridin-3-yl)-3-methyl-1-[4-(piperazin-1-yl)-3-
trifluoromethylphenyl]-1,3-dihydroimidazo[4,5-c]quinolin-2-one como inibidor do

crescimento de Paracoccidioides spp. no tratamento da Paracoccidioidomicose

Reivindicacdes

1. Utilizagdo de 3-[2,4-Bis((3S)-3-methylmorpholin-4-yl)pyrido[5,6-e]pyrimidin-7-yl]-
N-methylbenzamide e 8-(6-Methoxypyridin-3-yl)-3-methyl-1-[4-(piperazin-1-yl)-3-
trifluoromethylphenyl]-1,3-dihydroimidazo[4,5-c]quinolin-2-one  no tratamento de
Paracoccidioidomicose caracterizada por ser candidato a prot6tipo de antifungico com
base na sua capacidade inibitéria de Paracoccidioides spp e concentracdo fungicida
(Tabela 1).

2. Utilizacdo de 3-[2,4-Bis((3S)-3-methylmorpholin-4-yl)pyrido[5,6-e]pyrimidin-7-yl]-
N-methylbenzamide e 8-(6-Methoxypyridin-3-yl)-3-methyl-1-[4-(piperazin-1-yl)-3-
trifluoromethylphenyl]-1,3-dihydroimidazo[4,5-c]quinolin-2-one  no tratamento de
Paracoccidioidomicose em combinagdo com antifungicos como anfotericina B,
itraconazol e co-trimoxazol caracterizada por atuar em proteinas alvos diferentes
(Tabela 1).

1/1
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Utilizacao de 3-[2,4-Bis((3S)-3-methylmorpholin-4-yl)pyrido[5,6-e]pyrimidin-7-yl]-
N-methylbenzamide e 8-(6-Methoxypyridin-3-yl)-3-methyl-1-[4-(piperazin-1-yl)-3-
trifluoromethylphenyl]-1,3-dihydroimidazo[4,5-c]quinolin-2-one como inibidor do

crescimento de Paracoccidioides spp. no tratamento da Paracoccidioidomicose

Resumo

Refere-se a descoberta de novos farmacos para o tratamento da paracoccidioidomicose
utilizando a metodologia de reposicionamento de farmacos. As proteinas ortologas de
Paracoccidioides spp. Pb01, Pb03 e Pb18 foram selecionadas a partir da comparacéo
das proteinas dos trés isolados, e comparadas posteriormente, com proteinas dos
bancos de dados DrugBank e Therapeutic Target Database (TTD), visando a
identificacdo de farmacos que tivessem essas proteinas como alvo. Os critérios de
inclusédo e exclusdo foram: selecdo de medicamentos a partir da fase I1; identidade das
sequéncias >30% das proteinas de Paracoccidioides spp. com as proteinas dos bancos
de farmacos. A essencialidade dos alvos previstos foi investigada usando como modelo
Saccharomyces cerevisiae. As proteinas foram submetidas a modelagem por
homologia e ancoragem molecular para predicdo de estrutura tridimensional do
complexo proteina-farmaco e avalia¢do de energia de ligacdo dos complexos formados.
Os 3-[2,4-Bis((3S)-3-methylmorpholin-4-yl)pyrido[5,6-e]pyrimidin-7-yl]-N-
methylbenzamide e 8-(6-Methoxypyridin-3-yl)-3-methyl-1-[4-(piperazin-1-yl)-3-
trifluoromethylphenyl]-1,3-dihydroimidazo[4,5-c]quinolin-2-one foram testados in
vitro, 0s quais apresentaram alta capacidade inibitéria do crescimento de
Paracoccidioides spp., e efeito fungicida. Essa nova descoberta, aliada ao fato de que
3-[2,4-Bis((3S)-3-methylmorpholin-4-yl)pyrido[5,6-e]pyrimidin-7-yl]-N-

methylbenzamide e 8-(6-Methoxypyridin-3-yl)-3-methyl-1-[4-(piperazin-1-yl)-3-
trifluoromethylphenyl]-1,3-dihydroimidazo[4,5-c]quinolin-2-one ~ sdo  farmacos

validados pode acelerar o processo de liberagdo de um novo antifingico.
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