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Resumo

Quorum Sensing (QS) é um processo de comunicacgdo bacteriana responsavel por controlar a
expressao de diversos fenotipos como bioluminescéncia, producéo de metabolitos, ativacdo de
mecanismo de defesa, entre outros. Ele acontece por meio de autoindutores (Al), que podem se
apresentar como moléculas pequenas ou como peptideos. Dessa forma, a manipulacdo dessa
comunicacdo é estudada a fim de se obter respostas desejadas de comportamentos bacterianos.
A cepa CV026 é um conhecido modelo de comunicacdo bacteriana e foi escolhida para a
execucao deste trabalho devido a resposta visual de seu fenotipo controlado por QS, a producao
de violaceina. No capitulo 1 desse trabalho, foram implementados experimentos bioldgicos com
CV026 que permitiram avaliar a modulacdo do seu QS: a quantificacdo de producdo de
violaceina e o consumo de quitina, ambos fendtipos controlado por QS em CV026.
Experimentos voltados a se entender o mecanismo de agdo de moléculas moduladoras desses
fenotipos também foram implementados: ensaio de competicdo pela proteina receptora do
autoindutor de CV026, a CviR; e ensaio de quantificacdo de genes controlados por QS. No
capitulo 2 foram estudadas N-(2-hidroxietil)amidas e morfolinamidas planejadas racionalmente
como simplificacdo estrutural do autoindutor do QS da cepa CVV026 e de um conhecido inibidor
deste QS. De forma geral, as N-(2-hidroxietil)amidas e as morfolinamidas inibiram em até 50%
a producdo de violaceina em uma concentracdo de 1,25 mM e 2,5 mM respectivamente.
Ensaios computacionais de docking molecular do complexo entre essas moleculas e a CviR
mostraram que elas se posicionam preferencialmente no dominio de ligacdo do Al em uma pose
semelhante ao Al. N-(2-hidroxietil)amidas e morfolinamidas baseadas na estrutura do inibidor
utilizado como controle positivo de inibicdo apresentaram uma perda consideravel de sua
inibicdo. Duas moléculas baseadas na hibridizacdo molecular entre a N-(2-hidroxietil)amida
mais ativa e o controle positivo de inibi¢cdo apresentam resultados similares aos apresentados
pelas suas moléculas originais. As duas moléculas deste capitulo que apresentaram os melhores
resultados de inibig&o tiveram seu mecanismo de acdo estudado. Apesar de ndo aparentarem
inibicdo do consumo de quitina, no experimento de competicdo pelo sitio ativo da proteina, as
duas moléculas conseguiram manter 50% de inibicdo da producéo de violaceina mesmo com a
duplicacdo da concentracdo do Al, porém a sintese de violaceina foi reestabelescia em
concetracdes acima de 200 uM. O experimento de RT-qPCR permitiu confirmar que a inibicéo
apresentada por essas moléculas acontece em nivel transcricional. No capitulo 3, foi estuda uma
cromenona anteriormente identificada como inibidora do QS em Vibrio harveiy bem como
algumas impurezas relacionadas a sua sintese e degradacdo. A cromenona e uma impureza de
sintese apresentaram resultados iguais de inibicdo na mesma concentracdo de teste, 65% a 625
uM. No teste de competicdo pela CviR, a cromenona apresentou a melhor inibigdo da sintese
de violaceina mesmo com o aumento da concentracdo do Al. N&o foi observada diminuicdo no
consumo de quitina. Contudo, o experimento de RT-gPCR permitiu confirmar que a inibigéo
observada acontece em nivel transcricional. Por fim, no capitulo 4, algumas é-valerolactonas
foram estudadas frente ao QS de CVV026. A molécula mais ativa apresentou 85% de inibicéo de
sintese de violaceina em 625 puM. O experimento computacional de docking molecular
apresentou esta molécula no dominio de ligacdo do Al, mas invertida com relagcdo a pose do
Al. Esta substancia também apresentou o melhor resultado no experimento de competigdo
mantendo 50% de inibicdo de violaceina mesmo com o aumento de 2000 vezes da concetracéo
de Al, além de inibir o consumo de quitina. Por fim, o experimento de RT-gPCR permitiu
confirmar que essa molécula inibe 0 QS de CVV026 em nivel transcricional.

Palavras-chave: quorum sensing, CV026, simplificacdo estrutural, cromenona, o-
valerolactonas.
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Abstract

Quorum Sensing (QS) is a bacterial communication process responsible for controlling the
expression of several phenotypes such as bioluminescence, metabolite production, and defense
mechanism activation. It happens through autoinducers (Al), which can be presented as small
molecules or as peptides. Thus, this communication's manipulation is studied to obtain desired
responses of bacterial behaviour. CVV026 is a well-known model of bacterial communication
and was chosen for this work due to the visual response of its QS-controlled phenotype, the
production of violacein. In Chapter 1, biological experiments were implemented with C\VV026
that allowed the evaluation of its QS modulation: the quantification of violacein production and
chitin consumption, both phenotypes controlled by QS in CV026. Experiments aimed at
understanding the mechanism of action of molecules that modulate these phenotypes were also
implemented: competition assay for the CV026 autoinducer receptor protein, the CviR; and
QS-controlled gene quantification assay. In Chapter 2, rationally designed N-(2-
hydroxyethyl)amides and morpholinamides were studied as a structural simplification of the
QS autoinducer of the CVV026 strain and of a known inhibitor of this QS. In general, N-(2-
hydroxyethyl)amides and morpholinamides inhibited violacein production by up to 50% at a
concentration of 1.25 mM and 2.5 mM, respectively. Molecular docking assays of the complex
between these molecules and the CviR showed that they preferentially position themselves in
the Al binding domain in an Al-like pose. N-(2-hydroxyethyl)amides and morpholinamides
based on the structure of the inhibitor used as a positive inhibition control showed a
considerable loss of inhibition. Two molecules based on molecular hybridization between the
most active N-(2-hydroxyethyl)amide and the positive inhibition control showed results similar
to those presented by their original molecules. The two molecules in this chapter that showed
the best inhibition results had their mechanism of action studied. Although they did not appear
to inhibit chitin consumption, in the competition experiment for the active site of the protein,
the two molecules managed to maintain a 50% inhibition of violacein production even with the
doubling of the Al concentration, but violacein synthesis was reestablished in concentrations
above 200 uM. The RT-qPCR experiment confirmed that the inhibition presented by these
molecules occurs at the transcriptional level. In Chapter 3, a chromenone previously identified
as a QS inhibitor in Vibrio harveyi was studied, as well as some impurities related to its
synthesis and degradation. Chromenone and a synthetic impurity showed equal inhibition
results at the same test concentration, 65% at 625 M. In the CviR competition test, chromenone
showed the best inhibition of violacein synthesis even with the increase in Al concentration.
No decrease in chitin consumption was observed. However, the RT-qgPCR experiment
confirmed that the observed inhibition occurs at the transcriptional level. Finally, in Chapter 4,
some o-valerolactones were studied against the QS of CV026. The most active molecule
showed 85% inhibition of violacein synthesis at 625 pM. The computational molecular docking
experiment showed this molecule in the Al binding domain but inverted when compared to the
Al pose. This substance also showed the best result in the competition experiment, maintaining
50% of violacein inhibition even with a 2000-fold increase in Al concentration and inhibiting
chitin consumption. Finally, the RT-gPCR experiment confirmed that this molecule inhibits
CV026 QS at the transcriptional level.

Keywords: quorum sensing, CV026, structural simplification, chromenone, 5-valerolactones.
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Capitulo 1

Desenvolvimento de testes biologicos para
avaliacao de interacdo em Quorum Sensing em
CV026



1.1. Introducao

1.1.1. Quorum Sensing

A comunicacgdo entre individuos é uma atividade de fundamental importancia para a
sobrevivéncia dos seres vivos. O exemplo mais simples de comunicacdo pode ser observado
quando um individuo produz um sinal que é recebido por outro individuo de forma a mudar seu
comportamento.! Sabe-se da importancia da comunicagéo para a formagio e desenvolvimento
de estruturas sociais. Para seres unicelulares, devido a sua simplicidade estrutural, sistemas de
comunicacdo ndo parecia possivel. Bactérias eram creditadas como populacbes de seres
individuais que agiam de forma independente. Porém, a diversa producdo de metabolitos
secundarios, sensiveis as mudancas ambientais, ja era conhecida.?

Em 1964, Tomasz e Hotchkiss publicaram a primeira referéncia de um metabdlito
secundario capaz de regular a expressdo génica em resposta a densidade populacional.® Ja em
1970, Nealson, Platt e Hastings evidenciaram que a producao de bioluminescéncia em animais
marinhos estava sob controle e coordenacdo da expressao genética da bactéria simbionte Vibrio
fischeri através de um fendmeno de autoindugdo.* Nos dois trabalhos, os autores supuseram que
esses eventos ocorreriam em resposta a algum metabolito secundario, ainda desconhecido na
época.

Inicialmente descrito em bactérias, o controle da expressdo genética em decorréncia do
aumento de um metabodlito (formacdo de quérum) foi chamado de Quorum Sensing (QS).
Bactérias utilizam sinais quimicos, chamados de autoindutores (Al), para sondar o aumento da
populacdo. Quando esse sinal quimico atinge uma concentracdo limite, bactérias mudam o
padrdo de sua expressdo génica em escala populacional, ativando ou reprimindo genes que
beneficiam a sobrevivéncia da comunidade.® Varios processos bioldgicos importantes foram
descritos como sendo regulados por QS; tais como, a producdo de bioluminescéncia, a
expressao de viruléncia, a sintese de toxinas e de antibidticos, a esporulacdo, a transferéncia de
DNA, entre outros.® E importante ressaltar que a ativacio desses genes é fundamental para a
vigilancia, sobrevivéncia e adaptacdo as mudancas ambientais.’

O primeiro mecanismo de QS descrito foi o de V. fischeri na relagdo simbionte com a
lula Euprymna scolopes .8 Duas proteinas controlam a expressdo do operon lux (luxICDABE)
(Esquema 1.1), responsavel pela luminescéncia bacteriana. Lux| € a proteina responsavel pela
sintese do Al do tipo N-acil-homoserinalactona (AHL, sigla do inglés N-acyl homoserine
lactone) nomeado de 3-ox0-C6-AHL (OHHL); e LuxR é seu receptor citoplasmatico. Esse Al
pode difundir livremente pelo envelope celular da bactéria, de forma que sua concentragdo
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extracelular é proporcional a densidade populacional. Quando a concentracdo extracelular
critica do Al e atingida, ocorre aumento de sua concentragdo intracelular, aumentando a
concentracdo intracelular e estabilizacdo do complexo LuxR:Al. Esse complexo se organiza
como homodimeros que atuam como ativador transcricional do operon IuxICDABE. A
transcricdo de IuxICDABE estimula a sintese do Al correspondente que, por sua vez,

retroalimenta o ciclo de QS.6®
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Esquema 1.1 — Desenho esquematico do controle de bioluminescéncia por QS em V.

Fischeri em simbiose com a lula E. scolopes.®

O mecanismo de QS pode ser divido em trés categorias baseadas na espécie
quimica de autoindutor e seu sistema de deteccdo. Bactérias Gram negativas,
normalmente, possuem sistema de QS parecidos com o modelo LuxI/R de V. fischeri, no
qual os autoindutores sao moléculas derivadas de AHL’s que interagem com receptores
citoplasmaticos.” A especificidade existente entre as proteinas LUXR e seus respectivos
AT’s capacita sistemas LuxI/R para comunicagdo intraespecifica. Essa singularidade é
dada pela grande variedade estrutural de AHL, na qual a porcdo lactona homoserina é
mantida, mas diferentes cadeias acila sdo inseridas pelas respectivas enzimas LuxI. Esta
variacdo estrutural permite que isoformas da LuxR caracteristicas de cada espécie
bacteriana consigam diferenciar as AHL’s cognatas. As AHL’s possuem cadeias acilas
que variam de 4 a 16 carbonos, podendo ter o carbono C3 oxidado. Todavia, ja foram

relatados AI’s com cadeia aromatica ou ramificada (Figura 1.1).%-13
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Figura 1.1- Exemplos de Al’s de diferentes bactérias Gram-negativas.®*3
Os autoindutores do tipo AHL sdo produzidos com o auxilio da Luxl, como ja
comentado. A Luxl, 9, é responsavel por aproximar a S-adenosilmetionina (SAM), 10, e um
derivado de &cido graxo, 11, advindo de uma proteina carreadora de acila (ACP sigla do inglés
acyl carrier protein), e também conduz a ciclizacéo entre eles, originando a AHL e 5'-S-metil-

5'-tioadenosina (15) (Esquema 1.2).141°
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Esquema 1.2 - Ciclo enzimatico de sintese de AHL.



Como pode ser visto na Figura 1.1, Pseudomonas aeruginosa possui dois
autoindutores do tipo AHL. QS em P. aeruginosa funciona de uma forma hierarquica
(Esquema 1.3). Além desses dois sinais quimicos, P. aeruginosa ainda utiliza a 2-heptil-
3-hidroxi-4-quinolona 18, (PQS, da sigla em inglés Pseudomonas Quinolone Signal) para
controlar genes responsaveis pela formacdo de biofilme e expressdo de viruléncia,
importantes para sua sobrevivéncia e éxito como patdgeno oportunista.> O primeiro
conjunto de proteinas Lasl/R sintetiza e reconhece 3-0xo0-Ci2-AHL (6). O complexo
dimerizado LasR:AHL estimula a expressdo dos genes, rhli e pgsh, responsaveis pela
sintese das outras moléculas sinalizadoras Cs-AHL (1) e PQS (18). As proteinas
receptoras desses sinalizadores, por sua vez, iniciam a expressao dos fatores de viruléncia
e formacdo de biofilme (Esquema 1.3). E importante ressaltar que foi encontrada em P.
aeruginosa outra proteina receptora (QscR) responsavel por inibir esse sistema de
comunicagdo, mostrando assim o refinamento dessa linguagem. E estimado que 6% do

genoma de P. aeruginosa sejam controlados por QS. >1°

0P P~¢p 0
&J“‘Nj\j\/\/\/\/\ Ny
H H
¢ 1
AAA
® 0000
oo e A AL

[ v

A
# @ RhIR

A
- LasR !
|

rhliR pasHR .
— Viruléncia

Esquema 1.3 — Representa¢do de sistema de QS em P. aeruginosa.

Sobre a influéncia das propriedades fisico-quimicas de autoindutores, nos eventos
de QS, é importante pontuar que a anfifilicidade da AHL facilita sua difusibilidade pelo
envelope celular. Isso € observado para AHL’s com cadeias de até seis carbonos. AHL
com um namero de carbonos maior que seis em sua porcao acila necessitam de transporte

ativo. Blackwell e colaboradores estudaram a ocorréncia de aglomerados entre as AHL.



Aqueles com cadeias acila de 12 e 14 carbonos mostraram a possibilidade de formacao
de micelas ou aglomeracgdes do tipo bicamada, o que facilitaria sua passagem por
membranas lipidicas. Esse estudo foi realizado por meio de dindmica molecular das AHL,

assim como a observacédo dos aglomerados por microscopia eletrénica de varredura.'’

A segunda categoria de QS € utilizada por bactérias Gram positivas, que utilizam
oligopeptideos modificados como autoindutores. Esses oligopeptideos sédo, normalmente,
derivados de peptideos precursores citoplasmaticos cuja exportacdo é acoplada ao
processamento e clivagem dos peptideos sinais. Essa modificacdo pode envolver
ciclizacdo em lactonas ou tiolactonas, insercdo de lantanideos ou de grupos isopreno. Os
sistemas de QS em bactérias Gram positivas, frequentemente, utilizam peptideos
autoindutores que sdo secretados e simultaneamente modificados por transportadores
ativos de membrana. Esses peptideos operam a sinalizacdo por meio de transducgdo de
sinal utilizando receptores de membrana. Essa cadeia de comunicacao ocorre, pois esses
sinalizadores ndo se difundem livremente pelo envelope celular. 8

O modelo de QS apresentado por Staphylococcus aureus € simples, quando
comparado ao de outras bactérias Gram positivas, e seu entendimento pode ajudar na
compreensdo de sistemas de QS mais complexos (Esquema 1.4). S. aureus € uma espécie
comensal da pele humana, mas comporta-se como patégeno oportunista quando invade
tecidos mais internos, podendo causar pneumonia, endocardite, meningite, entre outras
infeccdes.’® O sistema de comunicagéo de S. aureus funciona de forma que, quando a
densidade populacional esta baixa, sdo ativados genes de colonizacao e adesao; e quando
a densidade populacional esta alta, os genes ativados sdo aqueles relacionados com
proteases e mecanismos de liberacdo de toxinas. O peptideo autoindutor AIP (sigla do
inglés para autoindicer peptide) de S. aureus é transcrito do gene agrD como um
propeptideo (AgrD) que sofre modificacBes pds-traducionais durante o processo de
secrecdo. AgrD é exportado por AgrB, uma endopeptidase transmembrana que promove
sua ciclizacdo. Quando o AIP se encontra em concentracdo critica, ele se liga a AgrC.
Este evento promovera a fosforilagdo do AgrA, regulando a expressdo génica dos
mecanismos de protedlise e demais fatores de viruléncia, pela indu¢do dos promotores
P2 e P3. Outrossim, AgrA induz a expressao de mais precursores AgrD que retroalimenta

o sistema de QS em S. aureus.*®
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Esquema 1.4 — Modelo simplificado do mecanismo de QS em S. aureus.
S&o conhecidos quatro grupos de S. aureus, os quais produzem diferentes AIPs (19—
22) (Figura 1.2). O AIP de um grupo ativa seu AgrC cognato, e inibe por antagonismo AgrC
dos outros grupos. Nesse caso de competicdo intraespecifica, ganha o grupo que iniciar seu

sistema de QS primeiro.2%:2
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Figura 1.2 — AIP’s sintetizados por cepas de S. aureus. 2

No comeco dos anos 90, em estudos com a bactéria bioluminescente Vibrio harveyi,
cuja luminescéncia € ativada por QS, observou-se a existéncia de um segundo circuito de QS
independente da presenga de AHL. O estudo utilizava uma variedade de cepas geneticamente

modificadas e constatou que, mesmo nas cepas mutantes para a sintetase de AHL, cepas de V.



harveyi continuavam produzindo luminescéncia. Tal fato sugeriu que um segundo circuito de
QS, com outro autoindutor, fosse responsavel por tal propriedade. Esse novo autoindutor foi
designado Al-2, sendo Al-1 os autoindutores do tipo AHL.?? No caso em V. harveyi, cada
autoindutor é reconhecido por uma proteina especifica que, quando ativada, envia informacdes

para uma mesma proteina, LuxU, compartilhada pelos dois sistemas de QS (Esquema 1.5).2
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Esquema 1.5 — Sistema de QS em V. harveyi. #

Em baixa densidade populacional, a cascata de fosforilacdo termina por fosforilar
LuxO que, junto com sRNAs, desestabilizam a transcricdo de luxR, gene do ativador
transcricional responsével pela bioluminescéncia, formagdo de biofilme entre outros
eventos. J& em alta densidade populacional, a interacdo dos autoindutores com as
proteinas LUxN e LuxPQ impedem que a cascata de fosforilacdo ocorra. Dessa forma, a
sintese da LuxR € estimulada, o que acarreta a transcri¢io dos genes de interesse. 2

O interessante sobre 0 Al-2 é que sua sintese também é dependente de SAM, 10,
assim como nos Al-1(Esquema 1.6). SAM &, normalmente, responsavel por transferir o
grupo metila em sistemas bioldgicos. Quando essa transferéncia é feita, ela se torna toxica
na forma de S-adenosil-L-homocisteina 26 (SAH, sigla do inglés para S-adenosyl
homocysteine). Por isso, € prontamente convertida em S-ribosehomocisteina 27 (SRH,
sigla do inglés S-ribosyl homocysteine) que, por sua vez, € modificada pela LuxS em
homocisteina e 4,5-dihidroxi-2,3-pentanodiona, 28 (DPD, da sigla em inglés 4,5-

dihydroxy-2,3- pentanedione). Essa Gltima molécula é a precursora do Al-2.%



i + +
o -ooc M -0oc- N -0oc- N
HaN-CHC-OH H,N
257N MetK 2 N ; Metitransferase 2N N ; Pfs ; LuxP ?H @
T gt L L T
CH IS - N OH
ik N" (O “N"To o OH ©
| ATP Fosfato HO OH Aceptorde  Produto HO OH H,0 Adeninajg OH Homocisteina
CHs metila metilado
25 10 26 27 28
Metionina SAM SAH SRH DPD

Esquema 1.6 — Sintese do DPD a partir da SAM.

A estrutura quimica da forma ativa do Al-2 foi determinada pelas técnicas de
espectrometria de massas e cristalografia de raio-X de um cristal do complexo
LuxP:Al-2 de V. harveyi. Neste caso, Al-2 se apresenta na forma de S-THMF (sigla do
inglés para (2S,4S)-2-methyl-2,3,3,4-tetrahydroxytetrahydrofune borate 23). O DPD 28
espontaneamente cicliza para 29, depois € hidratado, formando 30. Na presenca de acido
borico, muito comum na agua dos oceanos, habitat da V. harveyi, forma-se a estrutura
ativa do Al-2 23, conforme mostrado no caminho A do Esquema 1.7.2% Em outro trabalho,
Hughson e colaboradores mostraram que a Salmonella typhimurium reconhece o ismero
do DPD, R-THMF 32, como seu Al-2. Nesse caso, a ciclizacdo do DPD ocorre pela outra
face da carbonila, caminho B do Esquema 1.7, gerando o ismero R-DHMF 31 que, apds
que a S. tuphimurium habita o intestino humano, onde n&o ha boro de forma abundante.?
Estudos buscam determinar se outros isdmeros do DPD s&o formas ativas de Al-2 em
bactérias.hidratacdo, forma o R-THMF 32 Essa segunda possibilidade encontra respaldo
no fato de

HO,- ,OH
o OH OHOH
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HO'™ o HO' o + B(OH) - (o)
A//’ 4 Ho"
OH O 29 30 23
M\ S-DHMF S-THMF S-THMF borato

\ o CHj OHCH,

B
28 t(--IOH M9 ho.]-1.oH
bPD Ho \_O Ho" \_©

31 32

R-DHMF R-THMF
Esquema 1.7 — Sintese do S-THMF-borato a partir do DPD.%

Ainda no trabalho de Hughson e colaboradores fez-se um ensaio simples, no qual
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colocou-se V. harveyi e S. typhimurium no mesmo meio e com excesso de Al-2. Com a adigéo
de borato, rapidamente, o equilibrio deslocou para o caminho A e a V. harveyi luminesceu; e a
S. typhimurium teve seu QS inibido. Contudo, quando o borato foi sequestrado desse equilibrio,
por um agente quelante, o equilibrio rapidamente foi descolado pelo caminho B, a S.
typhimurium expressou seu QS e a V. harveyi deixou de luminescer.

No esquema 1.5 (péagina 8), é possivel observar que existe, para V. harveyi, um outro
autoindutor e proteina receptora, a CAl-1 (24) e CgsS, respectivamente. Assim como em P.
aeruginosa existe a PQS, 18, existem outras classes de moléculas quimicas que também se
apresentam como moléculas sinalizadoras em QS especificos. A Streptomyces griseus
sintetiza a 2-isocapriloil-3R-hidroximetilbutirolactona 33, também chamada de Fator A que,
em pequenas concentracdes, induz a bactéria para diferenciacdes fisiomorfoldgicas, como
producdo de metabolicos secundarios com funcgdes antibioticas, como a estreptomicina, e

mecanismo de esporulagéo.?>?’

HO
33
Figura 1.3 — Estrutura quimica de Fator A, autoindutor de S. griseus

Uma nova classe de autoindutores foi caracterizada recentemente, € o chamado
Al-3. Papenfort e colaboradores,?® descreveram o 3,5-dimetilpirazin-2-ol (DPO), 34,
como ligante de VgmR, um homologo de LuxR orfa de LuxI encontrada em V. cholerae.
A VgmR é responsavel por reprimir genes necessarios a formacao de biofilme e expresséo
de fatores de viruléncia. 2° Crawford e colaboradores estudaram a patogenicidade para
uma cepa de E. coli enterohemorragica (EHEC, sigla do inglés enterohemorrhagic E.
coli) e descobriram que VgmR esté relacionada a interacao dos receptores QseBC com o
Al-3, em uma outra estrutura ativa, 35.° Essa interacdo induz a expressdo do sistema de
secrecdo do tipo Il que leva a colite hemorragica e sindrome hemolitica urémica,

causando falha renal.

N S N H ?H ?H
I \j/ E /N OH H>N OH
Ho™ N H OH OH
34 35 36 37

Figura 1.4 — Estruturas ativas do Al-3, 34 e 35 e da epinefrina, 36, e norepinefrina, 37.
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Assim como a VgmR, existem outras LuxR 6rfas. Em uma revisdo de Pongor e
colaboradores, 3! relata-se que, em uma pesquisa no Centro Nacional de Informagéo para
Biotecnologia (NCBI, do inglés National Center for Biotechnology Information), 3550
genes de LuxR foram encontrados. Desses, 884 participaram de sistemas com AHL, mas
2698 eram LuxR orfas. As LuxR orféas, normalmente, ndo sdo responsivas a AHL, o que
sugere uma evolucdo diferente do QS.

1.1.2. Quorum Quenching

A caracterizacdo de sistemas de QS e seus autoindutores levaram ao entendimento
de que sistemas de sinalizacdo podem ser modulados para obter respostas desejadas de
fenotipos bacterianos. Por exemplo, Streptomyces griseus, que sintetiza o antibidtico
estreptomicina via sistema de QS pode ter esta sintese favorecida pela acdo de moléculas
agonista de seu QS.3? Blackwell e colaboradores estudaram o efeito de analogos de
autoindutores do tipo 1 sobre a Arabidopsis thaliana, planta modelo utilizada para
auxiliar o desenvolvimento de cultivares cada vez mais resistentes, adaptados e
produtivos. 3 Os derivados foram capazes de induzir o crescimento da raiz, mostrando a
importancia que esse tipo de molécula pode ter na interacdo da simbiose entre planta e
bactéria. Meijler e colaboradores estudaram a capacidade que alguns produtos naturais
tinham de estimular ou inibir o QS da Agrobacterium tumefaciens.3* Eles encontraram
bons candidatos para os dois casos, tendo como maxima do trabalho a reducdo em 90%
da formacdao de tumores induzida por QS.

O crescente numero de cepas patogénicas resistentes a antibiético é visto com
preocupacao pela Organizacdo Mundial de Satude (OMS). Estima-se que morram 700.000
pessoas por ano devido a infec¢bes provocadas por bactérias multirresistentes. A OMS
estima que se nenhuma acédo for tomada esse nimero pode chegar a 10 milhGes de mortes
por ano em 2050.3 Uma alternativa complementar ao uso de antibidticos que vem sendo
muito estudada sdo as chamadas drogas antiviruléncia. Esse tipo de terapia consiste em
empregar substancias que impecam a expressao de genes de viruléncia. Esse tipo de
terapia ja foi empregado em 1893, mas o pouco conhecimento a época sobre viruléncia
dificultou o seu desenvolvimento.*® As possiveis vantagens dessa terapia sio a baixa
pressdo seletiva sobre as bactérias, 0 menor impacto sobre a microbiota do hospedeiro, a
inativacdo rapida do alvo, entre outros. As desvantagens para emprego das terapias
antiviruléncia sdo os multiplos caminhos de viruléncia e a necesséaria identificacdo do

patdgeno.3® Wuest e Shaw relataram a necessidade de terapias antiviruléncia, em conjunto
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com antibidticos, no enfrentamento de cepas resistentes de P. aeruginosa.*” Ravi e
colaboradores observaram a acdo inibitéria de alguns produtos naturais (fendis e
flavonoides) frente a uma cepa de Serratia marcescens (SP1), espécie patogénica
intrinsecamente resistente a antibioticos, e resistente a efetores imunitarios do soro
humano (soro resistente).>® A presenca de compostos inibidores de QS reverteu a
resisténcia a soro da cepa testada.

Intervencdes em sistemas de QS € coletivamente chamada de Quorum Quenching
(QQ) e pode ocorrer de trés formas.'® A primeira € o uso de proteinas como lactanases e
acilases para degradacdo dos Al;*® a segunda é a interrupcdo da biossintese dos
autoindutores;*° e a terceira é o uso de antagonistas das proteinas receptoras de QS.

Em uma revisdo, Haque e colaboradores trazem diversas moléculas antagonistas
e agonistas de QS.*! Ja uma revisdo de Chbib mostra como as alteragdes em moléculas
de AHL podem alterar a atividade do QS.* Para as bactérias Gram positivas, os inibidores
podem ser compostos miméticos do AIP ou ndo, como € o caso do trabalho de Shoham e
colaboradores, que estudaram inibidores de AgrC em S. aureus. Eles encontram 2
compostos com inibi¢do tanto in vitro quanto in vivo. Apesar de 38 ter tido melhor
resultado in vitro, a molécula 39 é que tem melhor resultado in vivo. Todos os ratos
tratados com 39 sobreviveram enguanto os ratos nao tratados tiveram uma mortalidade

de 70% quando infectados (Esquema 1.5).*

OH O OH ©
o o)
HO Q/ HO i “F
38 39

Figura 1.5 — Moléculas estudadas por Shoham e colaboradores.*®

Ja Machado e colaboradores estudaram a sintese de peptideomiméticos analogos
a Solanamida B, 40, produto natural com conhecida agéo inibitdria frente a QS, através
de umareacédo de Sn2’ em um derivado de aduto de Morita-Baylis-Hillman para formacao
do peptideomimético macrociclico, 41, (Esquema 1.6).** O grupo testou 0s compostos
frente a cepas de S. aureus e obtiveram bons resultados na inibicdo da atividade
hemolitica desta cepa, com inibi¢cdes que variaram entre 40 e 80%, em concentracdes na
faixa de 10 a 20 pM. Além desta atividade inibidora, os autores verificaram para as duas

moléculas mais potentes que ambas ndo apresentam citotoxicidade frente fibroblastos
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humanos nesta faixa de concentracéo.

Solanamida B
40

4

Figura 1.6 — Solanamida B e seu peptideomimético, 32, estudos por Machado e colaboradores.**

Bassler e colaboradores estudaram o efeito de alguns flavonoides frente a QS de P.
aeruginosa e relataram cinco possiveis mecanismos de inibicdo de QS.*> A primeira seria a
dificuldade de estabilizar/solubilizar a proteina receptora; o segundo seria a interrup¢do da
dimerizacdo da proteina receptora; a terceira seria a competicdo pelo sitio de ligacdo; a quarta
seria a dificuldade de interacdo com o DNA; e por ultimo seria a interferéncia na
ligagdo/ancoramento da RNA polimerase. Para testar por qual mecanismo a interferéncia de QS
ocorreria, 0s autores realizaram diversos testes. Para o primeiro caso, eles testaram se, na
auséncia do autoindutor, os flavonoides conseguiam solubilizar a proteina, o que nao ocorreu,
mas os flavonoides também ndo foram capazes de diminuir a solubilidade da proteina na
presenca de Al. Para testar o segundo mecanismo, 0s autores colocaram a LasR na presenca de
seu autoindutor cognato e dos flavonoides, e purificaram a proteina na sequéncia. Em todos os
casos, a proteina se mostrou na forma de dimero. Para o terceiro caso, foi realizado um
experimento de competicdo do sitio de ligacdo, no qual a concentragdo dos flavonoides néo foi
alterada, mas houve o aumento da concentracdo do autoindutor. Nesse caso a inibigéo era a
mesma, independe da concentracdo do Al. Para o quarto caso, 0s autores relataram que, na
presenca dos flavonoides, a proteina ndo conseguia se ligar ao promotor do gene lasB. Devido
a esse resultado, ndo foi necessario testar o quinto e ultimo mecanismo. Com isso 0s autores
relatam que os flavonoides inibem o0 QS em P. aeruginosa por ligacdo em um sitio alostérico

da proteina LasR, prevenindo que ela se ligue ao DNA.

Vale a pena ressaltar que QQ acontece na natureza. Gordon e colaboradores mostraram
gue em modelo animal com diarreia cronica causada por V. cholerae ocorre 0 aumento
expressivo de Ruminococcus obeum que por sua vez, restringe a colonizacéo e viruléncia de V.

cholerae em fungéo do aumento de expressio de Al-2.%6 Os autores sugeriram o uso de bactérias
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produtoras de Al-2 em populagcdes com saneamento basico precario em uma tentativa de
diminuir a colonizagao intestinal por V. cholerae.

Apesar de ser uma técnica promissora, a inibicdo de QS ja enfrenta duras criticas sobre
sua eficiéncia. Krzyzekf comenta trés pontos questionaveis na terapia com QQ.*" A primeira
seria a seletividade dos compostos. Alguns artigos mostram que inibidores de Al-2 também
podem influenciar a microbiota do hospedeiro. O segundo ponto é que alguns artigos mostram
que quando alguns mecanismos de viruléncia sdo inibidos por QS, outros fatores de viruléncia
podem ser estimulados. O terceiro ponto é que o autor nao acredita que as bactérias ndo serao
capazes de evoluir frente a esse tipo de inibicdo. Ele relata que um artigo fez o estudo de
simulacdo computacional no qual colonias foram capazes de executar contrarresposta a
inibidores de QQ.

1.1.3. Biossintese de violaceina em Chromobacterium.

Chromobacterium violaceum é uma especie de bactéria Gram negativa comumente
encontrada no solo e &gua de regides tropicais. Devido ao seu nicho ambiental, ela é capaz
de sintetizar diversos metabolitos para sua adaptacio ao meio.*® Um de seus metabdlitos
mais importantes € a violaceina, 42. Em uma recente revisao, Duran e colaboradores relatam
que a violaceina tem atividade antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral, efeito
imunomodulador, além de potencial atividade antitumoral. *® A producdo de violaceina ndo

é exclusiva da C. violaceum e ja foi descrita em mais de seis espécies de bactérias.*

X = OH, violaceina (42)
H, Deoxiviolaceina, (43)

Figura 1.7 — Estrutura quimica da Violaceina e da Deoxiviolaceina.

Em C. violaceum, a biossintese da violaceina se da pela expressao dos genes que
compdem o operon VioABCDE sob controle de QS. Durante a sintese de violaceina,
também é formado seu analogo deoxiviolaceina, 34, cujas atividades bioldgicas sdo
semelhantes as da violaceina.>® Sua sintese passa por seis etapas, cinco enzimaticas e
uma ndo enzimatica (Esquema 1.8). Tudo comeca pela transformacéo do L-triptofano,
44, no intermediario 45 pela VioA. Logo em seguida, duas moléculas do intermediario
45 sdo unidas pela VioB em um composto bisindol ainda sem estrutura definida, 46, que
é modificado pela VioE em prodeoxiviolacein, 47. O composto 47 pode seguir 2
caminhos, sendo que um leva a sintese de violaceina e o outro a sintese de
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deoxiviolaceina. Se o composto 47 for modificado diretamente pela VioC, ocorre a
sintese de deoxiviolaceina, 43, apds uma etapa oxidativa. Mas, se o composto 47 for
modificado em 49 pela VioD, e depois modificado pela VioC, ocorre a formacéo do acido

violaceinico, 50, que apos oxidacdo ndo enzimatica se transforma em violaceina, 42.
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Esquema 1.8 — Biossintese da violaceina e deoxivioalceina.>

1.1.4. Mecanismo de acdo de QS em espécies de Chromobacterium.

O mecanismo de sintese de violaceina em espécies de Chromobacterium é
controlado por QS (Esquema 1.9). ATCC31532 e ATCC12472 s&o duas cepas de
Chromobacterium amplamente utilizadas em ensaios relacionados a QS que produzem,
respectivamente, Ce-AHL, 51, e C10-HLS, 52, como Als. Até bem pouco tempo atrés,
ambas cepas ATCC eram classificadas como Chromobacterium violaceum. Contudo,
Soby e colaboradores reclassificaram a cepa ATCC31532, também denominada de
CV026, como Chromobacterium subtsugae, devido a sua aproximacéo genética dentro
desse clado.®! Segundo os autores, existem pelo menos 22 caracteristicas diferentes a
nivel bioquimico, formolodgico, entre outros,, fato que endossou a reclassificacdo da

espécie. Nao obstante a essas diferencas, 0 mecanismo de acdo de QS é conservado nas
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duas cepas ATCC.

A interacdo entre CviR e sua AHL cognata promove a dimerizagédo do complexo
que age como fator transcricional do operon VioABCDE. %> Além da producdo de
violaceina, esse operon codifica a producdo e degradacdo de cianeto, producdo de
quitinase, entre outros.>®> No genomas de Chromobacterium spp. existem outros 32
operons controlados por CviR:AHL, incluindo operons de viruléncia como o sistema de
secrec&o do tipo 111 (codificado pelo gene CV_1432).4854
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Esquema 1.9 — Mecanismo de QS em Chromobacterium ssp., em que a estrela lilas corresponde a 51 ou
52.

Willians e colaboradores estudaram o efeito de producéo de violaceina da CV026
frente a varios AHL’s e observaram que uma cadeia acila com quatro carbonos foi capaz
de induzir a producio de violaceina.>® Em contrapartida, AHL’s com cadeia acila com
mais de dez carbonos se mostraram inibidoras. A cadeia com oito carbonos se mostrou
dual, induzindo fracamente o QS, quando n&o havia o autoindutor presente e, quando
havia, foi capaz de inibir seu efeito.

Hughson e colaboradores analisaram esse mesmo efeito, observando as
cristalografias da proteina receptora e diversos autoindutores.>? Eles observaram que a
CviR € um homodimero no qual os mondémeros contém um dominio para a interacdo com
autoindutor, o LBD (sigla do inglés para ligand binding domain), e outro dominio para
a interacdo com o DNA, DBD (sigla do inglés para DNA binding domain). Porém, para
essa proteina, os dominios interagem de forma cruzada e essa interacdo é de extrema

importancia para a conformagao correta que leva a transcricdo do DNA (Figura 1.8).%2
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CviR:CL

Figura 1.8 - Estrutura do complexo CviR:Cl resolvida por Raio X. CL é um antagonista (em
amarelo — referente a estrututura 56) de QS de C. violaceum. Em azul e laranja sdo mostrados os monémeros

em sua forma cruzada. 5

O posicionamento do residuo Met89 é o fator conformacional que determina a
inibicdo de QS na cepa CV026, segundo os autores (Figura 1.9). Quando o C6-AHL esta
complexada com CviR, a cadeia curta deste Al permite o posicionamento do residuo
Met89 numa conformacdo do complexo CviR:C6-AHL que admite a interagcdo com o
DNA. Em contrapartida, quando a cadeia acila dos outros AHL’s estudados apresentavam
oito ou mais carbonos, o complexo com CviR mostrava uma diferenca no posicionamento
da Met89 e, com isso, o complexo adota uma conformacédo que impede a interagdo com
0 DNA, fato que inibe o QS (Figura 1.8).

A. CviR:C6-HSL B. CviR:C8-HSL C. CviR:C10-HSL

Figura 1.9 — A: Interacdo da CviR com seu autoindutor C6-AHL, molécula em azul; B:Interacéo da CviR
com um autoindutor com 8 carbonos, C8-AHL, molécula em roxo; C: Interacdo da CvirR com um autoindutor
com 10 carbonos, C10-AHL, molécula em laranja.>

As interacdes entre o Al e o bolsdo de interacGes da proteina receptora também séao de
extrema importancia para o sucesso da ativagdo de CviR. A analise da estrutura de raio-X da
proteina CviR complexada com 51 apresenta interacGes nas quais o N-H da amida atua como
doador de ligacdo de hidrogénio e as carbonilas interagem como aceptoras de ligacdo de
hidrogénio (Figura 1.10).
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Figura 1.10- InteracOes entre a proteina CviR e C6-AHL (51) observadas na estrutura cristalografica

obtida por Raio-X. Distancia em angstrons representada ao lado das linhas tracejadas.

Apesar desse mecanismo de QS parecer simples, Venturi e colaboradores relatam a

importancia de uma outra enzima nesse mecanismo. A VioS regularia a afinacdo do fenotipo

de QS, muito mais pela interacdo com o promotor da VioA do que regulando a expressdo

de

Cvil/R. Os autores relatam que o mecanismo molecular de repressdo da VioS ainda nao €

conhecido, mas até o momento o gene vioS s6 foi encontrado para C. subtsugae e
violaceum.®®
1.1.5. QQ em CV026.

Para os ensaios de QQ em C. violaceum normalmente se usa a cepa CVV026, uma vez
que ela é deletada para o gene de sintese do autoindutor cognato, cvil, e para o gene do
repressor vioS.> Essa cepa € considerada um modelo para testes de QQ, pois o efeito de
inibicdo de QS é visual. O ensaio é feito em pares, controle e teste, sendo que no ensaio
controle se adiciona a molécula a ser testada e ndo se adiciona o Al, dessa forma podendo
verificar possiveis efeitos inibitorios sobre o crescimento da densidade populacional sem a
interferéncia da violaceina. J& o ensaio teste é feito na presenca do Al cognato adicionado
exogenamente e do provavel inibidor, com possibilidade de observacdo de reducdo da
sintese de violaceina.

Hwang e colaboradores estudaram a inibicdo da producao de violaceina em CV026
por extrato de baunilha.®>” A inibicdo de violaceina se mostrou dependente da concentragéo
e, na concentragdo mais alta testada 2% m/v, foi observada 98% de inibicdo. J& Sheperd e
colaboradores estudaram o efeito de polimeros altamente ramificados de N-propilacrilamida
funcionalizados com a lactona do tipo homoserina (Figura 1.11).%® Eles observaram a
reducdo de mais de 50% da expressdo do gene VioA na presenca do polimero. Os autores
sugeriram que a inibicdo ocorreu devido a uma interagdo entre proteina e polimero que
dificultou a dimerizacédo da proteina, interrompendo o papel transcricional dela, porém esse

mecanismo ainda nao foi comprovado.

C.
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Figura 1.11 — Polimero estudado por Sheperd e colaboradores.

Farallelo e Manner realizaram uma busca por moléculas capazes de inibir a producao
de violaceina em cepas selvagens de C. subtsugae e em CV026. Eles encontraram diversos
compostos com atividade inibitéria, com 9 deles apresentando atividade proeminente
(inibicdo maior que 90%), sendo cinco moléculas dessas flavonoides com destaque para as
estruturas 54 e 55 (Figura 1.12).°

OOY\
o)

54 55

Figura 1.12 - Os compostos 54 e 55 sdo exemplos das moléculas altamente inibidoras estudadas por

Farallelo e Manner.%®

Bassler e colaboradores estudaram a forma como inibidores se ligam a proteina
receptora CviR em C. subtsugae.>? Entre as AHL’s testadas, Ce-AHL ativou a transcrigio
na menor concentracdo testada. Cio-AHL conseguiu se ligar ao sitio de ligacdo, porém,
apesar de o complexo formando ainda conseguir interagir com o DNA, sua conformacéo
impediu que a RNA polimerase se liga-se ao DNA. J& as AHL’s com 12 e 14 carbonos na
cadeia acila, assim como outros inibidores, quando ligados a CviR impediram sua interagao
com o DNA. A molécula testada neste estudo que apresentou o melhor perfil de inibi¢do foi
aquela denominada pelos autores como CL, 56, (Figura 1.12). Ela apresentou ICso de 1,2
MM e, em ensaio de competicdo, se mostrou tdo fortemente ligada a CviR que, nem mesmo
em concentra¢des muito acima daquelas observadas em nivel fisioldgico para o Al cognato,

este ndo foi capaz de desloca-la. &
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56
Figura 1.13 — Composto 46 inibidor estudado por Bassler e colaboradores.%

Esse mesmo grupo de pesquisa testou a modulacdo de patogenicidade da C.
subtsugae em uma infeccdo com C. elegans frente ao inibidor 56. O nematodeo C.
elegans tem uma estimativa de vida de 18 dias em laboratério. Na presenca de C.
subtsugae selvagem, essa estimativa foi reduzida para 3 dias. Acdo semelhante foi
observada com cepa CV026, com a estimativa de vida do nematodeo caindo de 12 dias,
na auséncia da CVV026, para 4 dias na sua presenca. Quando o inibidor 56 foi testado com
a CV026 e com a cepa selvagem, a estimativa de vida de C. elegans aumentou para 12 e
7 dias, respectivamente, mostrando que esse inibidor foi capaz de minimizar a

patogenicidade de C. subtsugae.®°
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1.2. Objetivos

Nesse capitulo, o objetivo geral foi estabelecer teste de inibicdo da biossintese de
violaceina em CV026 e buscar ferramentas que comprovem o mecanismo de agdo desta

inibic&o.

1.2.1. Objetivos Especificos.

1) Implementar um teste rapido e reprodutivel baseado na expressdo de violaceina para
avaliar a inibicdo do QS em CV026;

2) Implementar teste de competicdo pelo sitio de ligacdo da CviR de CV026;

3) Implementar teste rapido para a analise de degradacdo de quitina, outro fenttipo
controlado por QS em CV026;

4) Avaliar, utilizando a técnica de RT-gPCR, se a inibi¢do de violaceina pelas moléculas
testadas ocorre em nivel transcricional por meio da quantificacdo de expressdo do operon
VioABCDE.
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1.3. Resultados e Discussao

1.3.1. Sintese do inibidor conhecido (56).

Antes de comecar os testes biologicos, foi necessério sintetizar um antagonista
conhecido de QS para C. subtsugae, que foi utilizado como controle positivo de inibicdo para
validar o teste bioldgico. O inibidor escolhido foi a molécula 56, desenvolvida por Bassler e
colaboradores. Ela foi preparada com base na sintese relatada por Bassler, com alteracdo do
agente de acoplamento para a obtencdo de 56 (Esquema 1.10), isso se deu pela falta do reagente
original no laborat6rio.®® A etapa de substituicdo nucleofilica entre 57 e 58 ocorreu de modo
quantitativo. Ja a hidrélise de 59 ocorreu com 86% de rendimento. A etapa de acoplamento da
lactona 61 com o acido 60 foi um pouco mais trabalhosa. Foi testado o uso de N,N'-
diisopropilcarbodiimida (DIC) juntamente com etil(hidroximino)cianoacetato, Oxyma Pure®,
de forma a se evitar o uso de DCC, cuja literatura associada relata dificuldades na remocéo da
N,N'-diisopropiluréia do produto de acoplamento. Porém o uso dessa condicao de acoplamento
proporcionou a formacdo de diisopropilureia que, apesar dos esforgos, ndo foi removida
totalmente da amostra do produto 56 apds as tentativas de purificacdo por coluna
cromatografica em gel de silica. A troca por 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) e trietilamina (EtsN) resolveu o problema na purificacdo observado anteriormente,
resultando no produto 56, obtido como um sélido branco com 60% de rendimento. A sua
estrutura pode ser confirmada por ressonancia magnética nuclear de *H e 3C (Figura 1.14 e
Tabela 1.1), assim como por CG-EM.

0]
/©/OH \/\)o]\ K,CO; DMF o\/\)J\OEl
T Br ' >
cl OFt 140°C, 4h cl
S7 58 quantitativo 59
1M NaOH 1:1 Metanol
(@] ta, overnight

U 86%
0
0 0 HN™ O

61 0
Cro\/\)LN)\:) ~ /@/ \/\)LOH
H

EDC, Et;N

DCM cl
56 60% €0

Cl

Esquema 1.10 — Esquema de sintese do inibidor 46, utilizando a metodologia de Bassler modificada.®
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Tabela 1.1 - Atribui¢des de sinais para o espectro para a molécula 56.

(S)-4-(4-clorofenoxi)-N-(2-oxotetrahidrofuran-3-yl)butanamida

10 2
BRSO i
12 H
Cl
56
Posicado 8 (ppm), n°de H, m 8 (ppm) °C
1 175,4
2 4,56 (ddd, J = 11,6; 8,6; 6,1 Hz; 1H) 66,0
4,28 (ddd, J = 11,2; 9,3; 5,9 Hz; 1H)
3 2,81 (dddd, 12,6; 8,6; 6,0; 1,1 Hz; 1H) 30,4
2,20 — 2.07 (m, 3H (2 X H7 + 1 x H3)).
4 4,46 (td, J=9,1; 1,1 Hz; 1H) 49,2
5 - 172,9
6 2,47 (t; 7,4 Hz; 2H) 32.3
7 2,20 - 2,07 (m, 3H (2 x H7 + 1 x H3)). 24.8
8 3,98 (td; 6,1; 1,5 Hz; 2H) 67.0
9 - 157,3
10 6,86 — 6,77 (m, 2H) 115.7
11 7,25-7,19 (m, 2H) 1293
12 - 125,7
N-H 6,23 (d, J = 5,4 Hz, 1H) -
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Figura 1.14 — Espectro de RMN *H (600 MHz — CDCls)da molécula 56.
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1.3.2. Testes Bioldgicos
1.3.2.1.Desenvolvimento de teste em caldo de cultivo para expressdo de
violaceina em CV026.

Em meu mestrado, realizei testes de inibicdo de violaceina em CV026 explorando
cultivos em meio sélido (agar). Apesar dos resultados terem sido interessantes, nos quais foi
observada atividade bactericida para algumas das moléculas testadas, possivelmente capazes de
interferir no QS de CVV026, ndo tinhamos total confianca nesse modelo de teste. Primeiramente,
pela falta de um inibidor conhecido para concretizar os dados de inibicdo, 0 que motivou a
sintese da molécula 56. Outra dificuldade observada no teste em &gar era a baixa solubilidade
das moléculas de cadeias maiores no solvente utilizado, o que poderia influenciar na
difusibilidade da molécula pelo agar. Isso, potencialmente, poderia levar ao aumento localizado
da contracdo da molécula testada, o que conduziria a uma potencializa¢do da acdo observada.
Uma solucéo para esse problema foi realizar testes em caldo de cultivo com agitacdo, desenho
experimental que, na nossa avaliagdo, minimizaria 0s problemas de solubilidade e
difusibilidade previamente relatados.

Antes de realizar os testes, foi necessario ajustar alguns parametros. Primeiro, foi a
escolha do recipiente do teste. As placas de 96 pocos foram a primeira alternativa, mas logo se
mostraram ineficientes, pois a agitadora/incubadora do teste ndo permitia a acomodacgéo da
placa de forma que ndo ocorressem contaminagao entre os po¢os. A placa de 24 pogos também
foi ineficiente nesse quesito. Recipientes em formato de tubo foram testados, assim como a
quantidade de caldo de cultivo nos testes foi alterada. Tubos tipo “Falcon” de 15 mL com 2 mL
de caldo de teste foi o arranjo que demonstrou o melhor resultado nas condi¢des laboratoriais
disponiveis.

Além disso, foi necessario ajustar a quantidade de inoculo (suspensdo de micro-
organismos) adicionado ao caldo de teste, pois era desejavel que, em 24 horas de incubacdo, a
populacdo bacteriana fosse suficiente para induzir o QS e produzir quantidades de violaceina
visiveis a olho nu, o que permitiria a sua quantificagdo. Todos os testes foram realizados
utilizando indculo ajustado para nivel 2,0 da escala de McFarland (~ 6 x 102 bactérias/mL), por
meio da homogeneizagdo de colbnias coletadas diretamente da placa de cultivo.

O proximo passo foi escolher o solvente para a solubilizacdo das moléculas teste, pois
devido as suas estruturas apolares, ndo foi possivel solubiliza-las apenas em agua. Essa escolha
foi feita de maneira muito cuidadosa pois, como relatado por Plakunov e colaboradores, 0 uso
de DMSO em cepas selvagens pode aumentar a biossintese de violaceina.®! O teste em placa de

agar foi realizado utilizando etanol (40% em agua) porém, nos testes liquidos, essa solucéo



inibiu o crescimento bacteriano. As solucbes aquosas de acetona (25%) e acetonitrila (20%)
nédo apresentaram diminuigéo da densidade populacional bacteriana, sendo entdo aceitas para
0s testes.

Para garantir o poder estatistico do estudo, os testes foram conduzidos em triplicatas
bioldgicas. Em quimica, estamos acostumados a realizar replicatas técnicas, ou seja, a medicao
repetida da mesma amostra. J& para a replicata biol6gica, usam-se ensaios independentes,
montados e realizados em momentos diferentes, o que permite considerar a variabilidade
intrinseca de populagdes bacterianas submetidas a ciclos de cultivo.

Como utilizamos a cepa CV026, foi necessaria a adicdo do autoindutor exdgeno, para
que a cepa pudesse produzir violaceina e entdo possibilitar a visualizacdo de possivel inibi¢do
guando do ensaio com a molécula teste. Por isso, os testes foram realizados sempre em dois
experimentos paralelos, um chamado de “controle” que consistia em caldo Luria-Bertani (LB),
indculo bacteriano e solvente (com ou sem as moléculas de teste), de forma a monitorar o
crescimento bacteriano. J4 o experimento chamado “teste” consistiu em caldo LB, indculo,
autoindutor e solvente (com ou sem as moléculas de teste), de forma a monitorar a inibicao da
biossintese de violaceina. Apos 24 horas dos experimentos incubados em agitadora a 30°C e
200 rpm, as amostras “controle” forneceram os valores de densidade o6tica (OD) pela leitura das
amostras em espectrofotdmetro a 630 nm para monitorar 0 crescimento bacteriano. Ja o
experimento “teste” foi colocado em estufa a 70°C para evaporagéo do caldo, ficando apenas a
violaceina, insolivel em agua. A essa amostra seca foram adicionados 0,5 mL de DMSO e esse
meio foi deixado sob agitacdo (200 rpm) por 24 horas. Apds esse tempo as OD’s das amostras
foram aferidas em espectrofotometro (630 nm). O Esquema 1.11 representa o procedimento

realizado para o experimento de inibicdo de violaceina.
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Esquema 1.11 - Experimento de quantificacdo de violaceina.

Para que a possibilidade de inibicdo de QS fosse considerada ao final do teste, a
densidade bacteriana (média da densidade dptica - OD 630 nm) na amostra “controle” molécula
¢ na amostra “controle” solvente deveria ser estatisticamente igual [teste T de Student com nivel
de significancia (p) > 0,05]. A porcentagem de inibic&o foi dada pela férmula abaixo, para cada
concentracgéo testada.

% (inibicéo) = (MODteStesolvente - ”ODteStemolécula)/ X 100
uODteste_solvente

Para a molécula 56 (Figura 1.15), as concentracdes testadas foram: 125; 62,5; 31,25 e
15,75 pM; enquanto as inibicGes de violaceina foram de, respectivamente, 95%, 90%, 89% e
72%. Para as concentracOes de 125 e 62,5 pM houve diminui¢do do crescimento bacteriano (p
< 0,05) e ndo consideraremos esses valores de inibicdo para o trabalho. Em relato da literatura,
1,2 uM da molécula 56 inibiu 50% da producio de violaceina.>® Tendo em vista o valor da
literatura e o obtido pelos nossos testes, foi desenvolvido um teste facil que produz resultados

reprodutiveis e compativeis com os resultados produzidos por outros autores.
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Figura 1.15 — Grafico de inibi¢do para a molécula 56.

Além do inibidor 56, também foram testados os seus intermediarios de sintese, nas
concentragdes de 2,5 mM, 1,25 mM, 625 uM e 312 uM. O &cido 60 foi 0 que apresentou melhor
atividade antimicrobiana (Figura S16 — anexo). Mas na concentracdo de 312 puM ndo houve
morte celular e a inibicdo de violaceina foi de 30%. Para o éster 59, a inibicdo foi de 50% a
1,25 mM (Figura S15 — anexo). Isso mostra a importancia da lactona homoserina para o
resultado desejado de inibicéo.

1.3.2.2. Teste de competicao.

O teste de competicdo foi feito nas mesmas condicdes do teste de inibicdo de violaceina,
porém, nesse teste a concentracdo da molécula 56 se manteve constante em 31,5 UM e variou-
se a concentracdo do 51 (HHL) de 10 nM a 1 mM.

Como resultado, foi possivel observar que a sintese da violaceina foi restaurada apenas
apos o uso de concentracdes do Al cognato milhares de vezes maior do que as necessarias para
induzir a producdo de violaceina na auséncia do inibidor 56. Esse resultado se mostrou em linha
com aquele previamente relatado por Bassler e colaboradores, que inferiu sobre a maior
afinidade entre CviR e 56 em relacdo a outras AHLs com base na medida do tempo de meia-
vida do complexo CviR:Ligante em condic&o de protedlise.>? Cabe salientar que o experimento
de competicdo realizado nesta tese é tecnicamente mais simples do que o experimento de
protedlise relatado por Bassler, e complementa o conhecimento sobre a estabilidade de

complexos entre CViR e ligantes baseados em AHL’s (Figura 1.16).
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Figura 1.16 — Teste de competicdo entre o Al e a molécula 56 e autoindutor 51 (HHL)

1.3.2.3. Teste de hidrdlise de quitina.

Segundo o trabalho de Chernin e colaboradores, a atividade quitinolitica em CV026 é
um fendtipo controlado por QS.%3 A vista disso, este trabalho se esforcou para desenvolver um
teste que permitisse avaliar a inibicdo da atividade quitinolitica em CV026 e, com isso, pudesse
complementar o conhecimento sobre 0 mecanismo de inibicao de violaceina para as moléculas
posteriormente estudadas nesta tese de doutorado.

O trabalho de Chernin e colaboradores utilizava um meio semiminimo que continha
10% de sacarose (m/v), 10% de meio LB (v/v), 0,2% de quitina coloidal (m/v) e 1,5% de agar
(m/v). Nessas condic¢des, ndo houve consumo de quitina, mesmo apos 72 horas, tempo descrito
no artigo desses autores (Figura 1.17).5® Isso deve ter ocorrido pela presenca de sacarose no
meio, uma fonte de carbono mais facilmente metabolizada pela bactéria do que a quitina. Dessa
forma, elaborou-se 0 meio sem sacarose no qual foi possivel a visualizagdo da hidrélise de
quitina.

Outra preocupacgéo que se teve na realizacdo das primeiras tentativas deste ensaio foi
sobre a forma como o experimento era conduzido. A escolha do recipiente certo para o
experimento foi motivo de investigacdo. Placas de 6, 24 e 96 pocos, alem de placas de Petri
foram avaliadas para o procedimento. As placas de 96 e 24 pocos permitiam uma visualizacéo
muito ruim do consumo de quitina. Em contrapartida, a placa de petri e a de 6 pocos se

mostraram adequadas para uma visualizagdo clara do consumo de quitina. Para que néo
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houvesse qualquer tipo de contaminagdo cruzada entre os experimentos realizados
paralelamente, foi utilizada a placa de 6 pogos, na qual cada molécula seria testada em um pogo
individual.

Outro problema previamente vislumbrado para o uso da placa de Petri foi que, no teste
de inibicdo de violaceina usou-se a suplementacdo de 51do meio como um todo. Porém, numa
placa de Petri, para se obter um meio de ensaio adequado, seriam necessarios pelo menos 15
mL de meio. Dessa forma, seria gasta uma grande quantidade de 51 que € um insumo caro. A
placa de 6 pogos também demandaria o uso de quantidades consideravelmente grandes de 51.
Contudo, a placa de 6 pogos permitiu uma adaptacdo do experimento de forma a se reduzir
consideravelmente a quantidade de 51 empregada nesses ensaios. Na Figura 1.17-A foi testada
a suplementacdo do meio como um todo. Ja na Figura 1.17-B foi testada apenas a
suplementacdo do indculo bacteriano. Como é possivel observar pela figura, ndo houve
diferenga no crescimento e coloracdo da col6nia, o que permitiu suplementar apenas o indculo
bacteriano. Na Figura 1.17-C e D foi utilizada uma aliquota menor do in6culo bacteriano
(5 pL). O crescimento da col6nia e sua coloracdo foram satisfatorios, porém, para que a
visualizacao do efeito de consumo de quitina fosse clara, escolheu-se uma aliquota de 10 L,

como na Figura 1.17-A ou B.
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Figura 1.17 — Teste preliminar de consumo de quitina. Em (A) o meio como um todo foi suplementado
com 51; Em (B) apenas o indculo bacteriano foi suplementado com 51; Em (C) e (D) a aliquota de in6culo

bacteriano foi de 5uL, enquanto, em (A) e (B) a aliquota foi de 10 pL.
Esse mesmo raciocinio foi seguido para o controle positivo de inibicdo 56. Se a

suplementacédo fosse do meio como um todo, haveria um consumo de grande quantidade dessa
molécula. Por isso, a coldnia de bactéria foi suspensa em uma solugdo de NaCl 0,9% (pré-
indculo), depois foi transferida uma aliquota adequada, na proporcao de 1:10 (v/v), para o
indculo de teste, cuja composicdo foi igual & do meio, menos o agar. Para o controle positivo
de consumo de quitina (CP), foi colocado a bactéria e 51 no in6culo de teste. Para demonstrar
que a atividade quitinolitica foi dependente do 51, foi feito um controle negativo de consumo
de quitina (CN), em que o inéculo de teste consistia apenas em bactéria. Para o inoculo de
inibicdo de violaceina, o indculo consistia na suspensdo bactéria, 51 e molécula 56
(concentracao final de 31 pM). No trabalho de Chernin e colaboradores, 0os experimentos
ficavam 72 horas incubados. Na Figura 1.18-A, B e C tem-se 24 horas de incubacéo para CP,
CN e molécula 56, respectivamente. E possivel observar a formacdo de coldnia bacteriana em
todos 0s pocos, porém apenas CP mostrou presenca de violaceina. J& na Figura 1.18-D, Ee F
tem-se 72 horas de incubacdo e nela € possivel observar a formacéo de halo de consumo de
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quitina em CP. Em CN, sem a presenca de 51 ndo ha consumo de quitina. J& a molécula 56
inibe a producéo de violaceina e o consumo de quitina. Portanto, esse trabalho corrobora que a

atividade quinolitica é controlada por mecanismo de QS. Vale ressaltar que 0s experimentos

em D, E e F sdo uma replicata dos em A, B e C. Por isso, as imagens ndo sdo exatamente iguais.

— o
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/‘:
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Q

Figura 1.18 - Teste de consumo de quitinas (A): Controle positivo (CP) com 24 horas de incubacéo,
mostrando halo de crescimento microbiano e sintese de violaceina; (B): Molécula 46 com 24 horas de incubagéo,
apenas halo de crescimento bacteriano visualizado (C) Controle Negativo ( CN — bactéria sem presenca de 51),
apenas halo de crescimento bacteriano observado com 24 horas de incubacéo; (D): CP com 72 horas de incubacéo,
halo de crescimento bacteriano, producdo de violaceina e consumo de quitina observado; (E): Molécula 46 com
72 horas de incubacéo, apenas halo de crescimento bacteriano observado.(F) CN com 72 horas de incubacéo,
apenas halo de crescimento bacteriano observado.

1.3.2.4. RT-qPCR.

A inibicdo concomitante da biossintese de violaceina e de consumo de quitina em
CV026 sugere que a molécula testada interfere no QS desta cepa de Chromobacterium
subtsugae. Desta forma, fez-se necessario analisar se a inibicdo desses fenotipos ocorria por
acdo antagonista das moléculas anti-QS testadas sobre o ativador transcricional.

E sabido que a biossintese de violaceina em CVO026 esta codificada por genes,
localizados em um local de 8-kb de DNA, agrupado como um Unico operon (VioABCDE). A
expressao desse operon, controlado pela CviR, produz um unico transcrito policistronico de

RNA que codifica a traducdo das proteinas necessarias a producéo de violaceina.>*52
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A técnica de RT-gPCR foi escolhida com o intuito de testar a premissa de interferéncia
na transcricdo. A PCR, sigla do inglés para Reacdo em Cadeia da Polimerase, € uma técnica de
biologia molecular amplamente utilizada para analisar a presenca ou ndo de um gene no DNA.
A técnica consiste em amplificar o material genético desejado tendo em vista uma reacdo em
cadeia controlada. Para tal utiliza-se uma enzima capaz de duplicar o DNA, os primers
(pequenos moldes de DNA que se anelam no comeco do gene de interesse) e, por fim, 0 DNA
em analise. Esse mix de elementos submetido a ciclos de altas e baixas temperatura é capaz de
multiplicar de forma exponencial o pedagco de DNA de interesse.%

No caso do estudo relatado nesta tese, o interesse estd na transcri¢cdo do gene e por isso
utilizar-se a RT-PCR. Nesta técnica, o material genético em apreco € 0o mRNA que por sua vez
¢ utilizado de molde pela transcriptase reversa para sintetizar um cDNA, que é entdo
amplificado pela técnica de PCR. Além disso, essa técnica esta associada a PCR quantitativa
(gPCR), que permite mensurar o quanto um gene este sendo transcrito. Essa avaliagéo pode ser
feita de duas formas: quantificacdo absoluta, envolvendo uma curva de padrdes, ou
quantificacdo relativa, em que as alteracfes de expressdo da amostra sdo comparadas com um
padrdo externo ou gene de referéncia.5

O RNA total foi extraido das células CV026 nas mesmas condi¢es do ensaio de
quantificacdo de violaceina, usando um kit de extracdo conforme indicado pelas instrucdes do
fabricante. O fabricante comenta que para uma extracdo de RNA efetiva, quatro passos sdo
essenciais: a lise da célula, a desnaturacdo de complexos proteina/nucleo, inativacdo de Rnases
exogenas e remocdo de contaminantes. Por isso, toda a estacdo de trabalho foi minunciosamente
desinfectada, além de se passar uma solucdo de RNase e Dnase, para que nao houvesse
interferéncia na extracao.

As amostras de RNA foram quantificadas utilizando-se de um espectrofotdmetro
(NanoDrop®) e as concentracdes normalizadas em 150 ng/pL. A reacdo de RT-gPCR de passo
foi realizada utilizando o RNA normalizado como material de partida. Apesar do operon
VioOABCDE gerar apenas 1 mRNA, optou-se por avaliar a expressdo sondando dois loci do
transcrito, vioA e vioC. O gene gyrB foi utilizado como gene de referéncia para a quantificacdo
relativa.5* Esses dois locais também foram avaliados por Sheperd e colaboradores.®

Para a molécula 56 houve uma reducdo de 68% e 70% na expressdo de VioA e vioC,
respectivamente (Figura 1.19). Essa informagdo comprova novamente que a inibicdo de
producdo de violaceina provocada por 56 se da pela inibigdo da transcri¢do de vioABCDE, como

j havia sido relatado por Bassler.>
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Figura 1.19 — Gréfico de expressdo relativa dos genes vioA e vioC na presenca ou ndo da molécula 56.
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1.4. Conclusdes

Considerando os objetivos desse capitulo, pode-se afirmar que eles foram atingidos. A
sintese de um reconhecido inibidor de biossintese de violaceina foi realizada com rendimento
global de 52% em trés etapas.

A elaboracdo de um teste robusto de inibicdo de sintese de violaceina em caldo
demandou tempo, mas se deu com sucesso. Ele podera ser reproduzido na testagem de novos
QSI. Para entender um pouco mais sobre a interagdo do inibidor, foi-se entdo pensado um
experimento pelo sitio de ligacdo da proteina CviR. O resultado foi de encontro ao da literatura,
mostrando que a interacdo da molécula 56 com a proteina receptora é muito efetiva. A producao
de violaceina apenas foi retomada quando se utilizou valores de concentracdo do 51, Al cognato
de CV026, milhares de vezes maiores que 0 necessario para a indugdo na auséncia do inibidor
56.

Um ensaio que permitisse avaliar a capacidade do controle positivo de inibicao de inibir
a degradacdo de quitina, outro fendtipo controlado por QS em CV026, foi realizado com
sucesso. A metodologia descrita por Chernin e colaboradores ndo se mostrou plenamente
reprodutivel e demandou ajustes para que pudesse ser realizada em nosso laboratério. Contudo,
ja esté estabelecida e pode ser repetida para analise de outros possiveis QSI.

Por fim, a anélise de RT-qPCR segmenta que as inibi¢bes observadas para o controle
positivo de inibicdo 56 sdo devido a interferéncia no QS de CVV026 em nivel transcricional, isso
porque a interagio CviR:46 impede que o operon vioABCDE sgja transcrito de forma regular.®°

Desta forma, os avancos relatados neste capitulo servirdo como base para se testar novas
moléculas com potencial acdo QSI sintetizados pelo Grupo de Transformacdo em Sintese
Organica (GTSO).
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Capitulo 2

Simplificacao estrutural do autoindutor e de um
inibidor conhecido de CVV026



2.1.Introducao
Produtos naturais sempre foram parte importante na producdo de medicamentos.®® Entre

0s quais, pode-se citar os fitoterapicos, na forma de extratos, e os fitofarmacos, nos quais o
principio ativo esta isolado.®® Ademais, os produtos naturais s&o grande fonte de inspiragdo para
novas moléculas com potencial biofarmacologico. De acordo com a revisdo de Sheng e
colaboradores, das drogas aprovadas pelo FDA (U.S. Food and Drug Administration), entre

1981 e 2014, para testes clinicos, mais de 50% eram derivadas de produtos naturais.®’

Os produtos naturais sdo moléculas biologicamente pré-validadas, pois elas sdo
produtos de um processo de evolucdo molecular e bioldgico. Outrossim, muitas delas tém
caminhos facilitados para adentrar a célula e interagir com enzimas. Dessa forma, é valido
pensar que os derivados de produtos naturais tambem terdo esses caminhos facilitados, o que

pode levar a uma resposta bioldgica similar ou melhorada em comparac&o ao produto natural.®’

Exemplo disso é a molécula Pladienolide B, 62, um substrato produzido pela
Streptomyces platenses que apresenta acdo antitumoral contra cancer de colon.® Diversos
grupos de pesquisas propuseram diversas alteracGes na estrutura de 62, algumas produziram
bons resultados e outras infelizmente ndo. As substancias 66, 67, 68 e 69 foram aquelas que

apresentaram os melhores resultados das muitas testadas. 67:6%-"2

OAc OAc OAc

Pladienolide B (62)

‘ 3 63 64
Ativo para céncer de colon inativo até 4 pg/mL inativo até 20 uM
IC50=0,86 nM

?Ac OAc OAc

Ativo contra cancer pancreatico

Glgg=5.1nM
" oF
Wﬁ\ 0 )LOH
: H
67 68
HELA: IC5q = 14,7 nM inativo

Figura 2.1 - Pladienolide B e seus analogos. 67:69-72

Normalmente, os andlogos de produtos naturais tendem a ser simplificagcdes estruturais
visando uma rota de sintese mais simples, com menos atomos e centros quirais, sem que haja

perda ou alteragdo da atividade bioldgica pretendida.”® A presenca de centros quirais faz com
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que haja a necessidade do uso de estratégias assimétricas que normalmente encarecem o
processo de sintese do produto natural ou de analogos.®” Na tentativa de se otimizar os esforgos
na busca por analogos de produtos naturais que preservam a atividade pretendida, muitos grupos
de pesquisas utilizam de ferramentas como SAR (sigla do inglés para estudo da relacdo entre

estrutura e atividade) baseadas em docking molecular.’™

O docking ou ancoragem molecular consiste em um procedimento computacional que
busca prever a melhor posi¢do e orientacdo que um ligante adota ao interagir com uma
biomolécula, formando um complexo estavel.”® Geralmente, ¢ empregado para proteinas ou
enzimas como receptores, mas pode ser utilizado para complexos que contém acidos nucléicos
ou carboidratos, por exemplo. Varios trabalhos trazem o docking molecular entre uma proteina
e uma molécula alvo como forma de se prever o0 mecanismo de acdo molecular de uma dada
substancia.”’

2.1.1. N-(2-hidroxietil)amidas

As N-(2-hidroxietil)amidas, NAE’s (sigla do inglés para N-acylethanolamines), séo
moléculas derivadas de acidos graxos com importantes propriedades bioldgicas, uma vez que
elas participam na regulacdo de diversas fungbes fisioldgicas.?® A mais conhecida é a
anandamina (20:4), 70, ligante enddgeno dos receptores endocanabinoides de cérebro de
mamiferos (Figura 2.2). A N-(2-hidroxietil)palmitamida (16:0), 71, apresenta funcdes
analgesicas e anti-inflamatorias. A N-(2-hidroxietil)oleidamida (18:1), 72, esta relacionada com
a percepcao de saciedade. A sinaptinamida (22:6), 73, ajuda na neurogénese, na fertilidade entre

outras fungdes.’®"®

Figura 2.2 — Exemplos de NAE’s com fungdes biologicas.”
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Narevisdo de Chapman e colaboradores sdo mostradas as fungdes biologicas das NAE’s
em plantas.®’ Os autores comentam sobre a conservacio dessa classe de moléculas entre reinos
e de seu papel como sinalizadores quimicos. Normalmente as NAE’s com menos insaturagdes
apresentam as maiores atividades bioldgicas, como as moléculas 71 e 72, e ja foram
caracterizadas como ativadores de genes de defesa, no desenvolvimento do cloroplasto e no
crescimento da planta.

2.1.2. Sintese de N-(2-hidroxietil)amidas.

Van der Slelt e colaboradores relatam que ha pelo menos quatro caminhos pelos quais a
biossintese das NAEs pode ocorrer. Uma dessas rotas comeca pela acilacdo da
fosfatidiletanolamina, glicofosfolipideo encontrado especialmente no cérebro — 74, mediada
pela enzima PLA2G4E. Sequencialmente, o intermediario 75 é modificado pela enzima NAPE,

o que leva a formacio das NAE’s (Esquema 2.1)."°

o o
0
R, O e R,. O 0.8 0 L HO_~N"R
1\H/ \P/ \/\NHZ 1\I‘r \P/ \/\N R H
1] I H
o 0 o) o
74 75 76

Esquema 2.1 - Uma das rotas de biossintese das NAE’s proposta por Van der Slelt e colaboradores.”
Quimicamente, a sintese de N-(2-hidroxietil)amidas pode ocorrer por diversas
metodologias. Partindo de um acido carboxilico como 77, a amidacdo pode ocorrer diretamente
sob refluxo ou passando por um intermediario ativado, como cloretos de acido (Esquema
2.2).8182

Refluxo 0
Q OH 6h L
T oot e o
R OH H
77 78 76

Esquema 2.2 - Sintese de N-(2-hidroxietil)amidas realizada por Moaddel e Ameri.8!
Movassaghi e colaboradores realizaram a sintese a partir de derivados de ésteres
metilicos inativos, 79, com o auxilio de um catalisador, 80, e obtiveram amidag¢Ges com

rendimentos que variaram de 34 a 100%. (Esquema 2.3).83
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Mes
I\'l/\N M
80 g/ es

o) 5 mol% 0
PR - RJ\N/\/OH
R” "0 THF H
23°C, 1,5-24h
79 78 34 - 100 % 76

Esquema 2.3 - Sintese de N-(2-hidroxietil)amida realizada por Movassaghi e colaboradores.®
Jamieson e colaboradores buscaram realizar amidacdes de uma forma mais sustentavel,
utilizando 30 mol% de fosfato de potéassio em alcool isopropilico. Os autores obtiveram

rendimentos que variaram de 42 a 98% (Esquema 2.4). 8

2 OH i
T 30 mol% K4PO, M~ _oH
R0~ 2 : T4, RTON
i-PrOH 60°C H
79 78 22h 76
42 - 98%

Esquema 2.4 - Sintese de N-(2-hidroxietil)amidas realizada por Jamieson e colaboradores.?
Firouzadabi e colaboradores promoveram a amidacdo de um anidrido, 81, com a
etanolamina,78, na presenca de 2 mol% de um catalisador de titdnio com 100% de conversdo

para 0 composto 86 em apenas 2 minutos de reacdo (Esquema 2.5).%

@] 0] TiCl5(OTf) @]
OH 2 mol% OH
+ AN — £ MO0 . S~
(j)Lob H,N 2 min - 70°C ﬁ
100%
81 78 82

Esquema 2.5 - Sintese de N-(2-hidroxietil)benzamida feita por Firouzadabi e colaboradores.
2.1.3. N-(2-hidroxietil)amidas como inibidores de QS em CV026.

Machado e colaboradores realizaram o estudo do efeito de N-(2-hidroxietil)amidas,
derivados de 2-oxazolinas e acidos graxos frente a QS de CV026.8 Os testes preliminares
ocorreram em placa de agar e foi obtida uma ampla gama de respostas. Todos os acidos
carboxilicos testados ndo apresentaram qualquer acdo mensuravel frente a modulacéo da sintese
de violaceina em CV026. Contudo, seis deles apresentaram ac¢do antimicrobiana 83-88 (Figura
2.6). Das vérias 2-oxazolinas testadas, trés, 89-91, apresentaram acdo bactericida, assim como
trés N-(2-hidroxietil)amidas, 92-94, apresentaram esse mesmo efeito, mostrando o espectro de

aplicacdo das moléculas. (Figura 2.6).
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Figura 2.3. Resultados apresentados por Favero no estudo da acdo de N-(2-hidroxietil)amidas, derivados
de 2-oxazolinas e &cidos carboxilicos frente a QS de CV026.%6

Das 36 estruturas estudadas, 6 apresentaram interferéncia no QS de CV026. As N-(2-
hidroxietil)amidas derivadas do acido heptandico 95 e do acido 2-(ciclopent-2-en-1- il) acético
97 apresentaram inducdo de sintese de violaceina na placa na auséncia do autoindutor (Figura
2.4-A). Os derivados do acido octanoico 96, acido 2-(feniltio)acético e do 98 apresentaram
inibicdo de sintese de violaceina. Além disso, as estruturas 99 e 100 também apresentaram

efeito de inibicdo de sintese de violaceina, porém de forma menos pronunciada.

Nesse estudo, pelo fato de os experimentos terem sido realizados em placa, surgiram
alguns questionamentos sobre os resultados. Observou-se dificuldade na solubilizagdo dos
compostos, 0 que poderia afetar os valores de concentragéo efetivamente utilizados nos testes.
Além disso, esse fato poderia afetar a difusibilidade dos compostos no &gar, o que poderia levar
a um efeito local de concentracdo das amostras testadas e levar resultados equivocados da
modulacdo sintese de violaceina em CV026. Para dirimir este evento, postulou-se a necessidade
do desenvolvimento de testes em meio liquido. Um fato vantajoso para esta nova proposta de

tese é que ela possibilitaria a quantificacdo da inibicdo de sintese de violaceina.

i QL P
/\/\/\)LN/\/OH N/\/OH /\/\/\/M

H H N
A 95 97 99
o) o)
o)
\/\/\/\)J\N/\/OH S\)J\N/\\/OH = \T\>
N H
96 98 100
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Figura 2.4 — (A) Moléculas estudadas pro Machado e colaboradores apresentaram interferéncia no QS de
CV026. (B) Placa de controle, sem adicdo de 51. (C) Placa de inibicdo de violaceina. (1) Poco referente a molécula
98; (2) Pogo referente a molécula 97; (3) Poco referente a molécula 95; (4) Poco referente a molécula 96.

2.1.4. Morfolinas

As morfolinas sdo estruturas amplamente exploradas na quimica medicinal devido as
suas propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e metabdlicas. A presenca do oxigénio e do
nitrogénio sdo interessantes, pois podem fazer ligacdes de hidrogénio com os receptores alvos.
Além disso, essas estruturas, quando metabolizadas, levam a metabdlicos ndo toxicos,
normalmente pela abertura do anel morfolinico.®” Alguns exemplos sdo a Moclobemida, 100, e
a Pravadolina, 101 (Figura 2.5). A primeira é um antidepressivo reversivel da IMAO, que atua
como inibidor da degradacdo de noradrenalina, serotonina, dopamina, entre outros.%® Ja a
segunda atua como agonista dos receptores CB1 e CB2 do sistema endocanabinoide e se
apresenta como um agente analgésico, anti-inflamatério ndo esteroidal. 8 Berg e colaboradores
sintetizaram a estrutura 102 para ser um agonista seletivo de serotonina. ® A molécula 103 é
candidata a agonista dos receptores de dopamina e pode ser usada no tratamento de doengas

psiquiatricas. 99
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Figura 2.5 — Exemplos de estruturas com func@es bioldgicas contendo um anel morfolinico. 8889091
2.1.5. Sintese de morfolinas.
Em uma recente revisdo, Kourounakis e colaboradores abordaram a sintese do anel
morfolinico assim como a sua funcionalizacdo (Esquema 2.6). *3 A ciclizag&o intramolecular

pode ocorrer em diversas condi¢des de reacdo - acidas, basicas, com ou sem auxilio de metais.
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Esquema 2.6 - Diversas formas de sintese do anel morfolinico apresentado por Kourounakis.®
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Blagg e colaboradores sintetizaram a molécula 104 a partir do 2-metoxibenzaldeido,
105. A adicdo do grupo animo se d& pela adigdo de cianeto a carbonila com posterior reducéo,
formando o composto 106. O grupo amino € entdo acilado com o cloreto 107, e a amida 108 foi
reduzida formando o aminoalcool 109. Ocorre entdo uma nova acilacdo seguida de ciclizacéo
intramolecular gerando o composto 111, que é reduzido para formar a estrutura de interesse
104. Essa entéo foi separada por HPLC quiral e 0 composto 104a se mostrou um agonista mais
eficiente para os receptores D3z, receptores de dopamina, na faixa de ECso = 36 nM; enquanto o
composto 104b apresentou atividade biologica na faixa de 10 uM de concentracdo (Esquema
2.7).

O

0 1. 2M HCI, Na,SO5; KCN OH 107
0 THF, ta, 30 minutos o NH C|)J\/
~ H - 2 -
2. BH5-THF (1M em THF),
Et;N, DCM
refluxo, 1,5h em N,
rendimento 69% nas duas etapas ta, Sh,
105 106 o 67%
Cl
Cl)k/ 110
OH H OH H 1.NaOH, H,0, DCM
/O N BH3.SMe, e N\/\ ta, 30 min -
THF, 93% 2. KOH,q), IPA,
ta, 2h, 90%
108 109 O/\
o 0 N~
o/\( 1. BH5-THF (1M em THF)
/o N\/\ refluxo, 3h, 93% -
2. HBr(,q), refluxo, 1h, 85% 104a
3. HPLC quiral
111 Q
/O\©A/N\/\
104b

Esquema 2.7 - Sintese da molécula 91 por Blagg e colaboradores.®
Em quimica medicinal, € comum sintetizar-se um acervo de moléculas para avaliar sua
atividade bioldgica.* Com isso, a funcionalizagio das estruturas se torna uma ferramenta
indispensavel. A revisdo de Kourounakis comenta que, apesar dos acoplamentos do tipo sp?-
sp? terem grande importancia para construgdo de moléculas, eles inserem planaridade na
molécula, 0 que nem sempre ¢ biologicamente interessante.®® Dessa forma, um acoplamento do
tipo sp3- sp® ou sp-sp? seria mais apropriado para a funcionalizagio de morfolinas.®® MacMillan

e colaboradores entdo propuseram um acoplamento C-H fotoredox na posi¢cdo a de aminas,
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como a N-fenil morfolina (112), com o auxilio de complexo Ir(ppy)s.6 O mecanismo da reacéo
fotoredox se da pela transferéncia de um dnico elétron (SET — sigla do inglés para single
electron transfer) do composto de iridio para o p-dicianobenzeno (113) que, por sua vez, €
transferido para o grupo N-arila, 0 que resulta no acoplamento sp®-sp? formando o composto
114 (Esquema 2.8).

Lampada fluoresncente ©
[ j 26W .
r(PPY)s (0,5-1 mol%) N
Ph
NaOAc, DMA CN
23°C, 12h
113 96% 114

Esquema 2.8. - Sintese da morfolina funcionalizada 114 apresentada por MacMillan e colaboradores.*®
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2.2.0Dbjetivos
Nesse capitulo, o objetivo geral foi sintetizar um acervo de N-(2-hidroxietil)amidas e

morfolinamidas e testar sua capacidade de interferir na expresséo de fendtipos controlados por
QS em CV026, tais como a biossintese violaceina e a sua atividade quitinolitica. A hip6tese de
que estas moléculas sejam capazes de promover este resultado se baseia na similaridade
estrutural entre essas moléculas e o autoindutor cognato de CV026, 51. Tais modificacdes
resultam na simplificacéo estrutural de 51 e, verificada a acdo pretendida, abre caminho para a
sintese de novos inibidores do QS de bactérias Gram-negativas com estrutura quimica mais

simples e de melhor acesso sintético.

/\/\)OLMIO) - /\/\)Lﬁ/\OH /\/\/U\"Q)

115 116
51 Aceptor/doador Aceptor de
de ligacdo de H ligacdo de H

Figura 2.6 — C6-AHL, 51, e suas simplificacbes N-(2-hidroxietil)hexanamida e 1-morfolinahexanona.

2.2.1. Objetivos Especificos.

1) Sintetizar N-2-hidroxietilamidas e morfolinamidas analogas ao autoindutor 51 e ao
inibidor 56

2) Testar se as N-2-hidroxietilamidas e morfolinamidas sintetizadas interferem na
biossintese de violaceina de CV026;

3) Realizar experimentos de ancoragem molecular a fim de se entender se existe
interacdo entre o ativador transcricional do QS de CV026, CviR, e as moléculas testadas que
apresentaram melhor interferéncia na biossintese de violaceina de CVV026;

4) Planejar racionalmente e sintetizar novas moléculas inspiradas nos resultados
anteriores de inibicdo da biossintese de violaceina de CVV026;

5) Testar as moléculas que tiveram melhor desempenho nos ensaios anteriores para
inibicdo de consumo de quitina, fenotipo do QS de CV026;

6) Avaliar, utilizando a técnica de RT-qPCR, se a inibicdo de violaceina ocorre em nivel

transcricional por meio da quantificacdo de expressdo do operon vioABCDE.
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2.3.Resultados e discussao

2.3.1.— Sintese de derivados de morfolinas.

Este capitulo se iniciou na perspectiva de tentar responder as novas perguntas que
surgiram apos os resultados de inibicdo das N-(2-hidroxietil)amidas e 2-oxazolinas em QS de
CV026 obtidos no meu mestrado, discutido melhor na se¢do 2.1.3 da introduc&o.®® As N-(2-
hidroxietil)amidas foram planejadas como simplificagdes das AHL’s, por isso, para entender
melhor a interacdo dos inibidores com o sitio de ligagdo, foi pensada uma nova classe de
moléculas nas quais algumas das interacdes supramoleculares potencialmente importantes para
fossem suprimida (Figura 2.6). Como primeiro passo nesse capitulo, buscou-se analisar se as
interacOes de doador/aceptor de hidrogénio advindas do residuo de etanolamina sdo importantes
para a atividade bioldgica observada em CV026. Para transformar a hidroxila em metoxila
diretamente a partir da etanolamina, teriamos trabalho arduo de sintese envolvendo
potencialmente etapas de protecdo e desprotecdo, uma vez que o pKa da ligacdo N-H amida
tem valor muito proximo ao da ligacdo O-H de um alcool. A utilizacdo de morfolinas foi
pensada de forma a retirar a possibilidade de doacdo de ligacdo de hidrogénio, mas manter a
possibilidade de recepcdo de ligacdo de hidrogénio nesta regido da molécula. Além de
apresentar uma estrutura mais rigida, o que nao permitira muita movimentacdo dentro do

dominio de ligagdo do autoindutor da CviR.

N\)?\HB — /\/\)Lﬁ/\OH /\/\)L@

115 116
51 Aceptor/doador Aceptor de
de ligagcdo de H ligacdo de H

Figura 2.6 — N-(hidroxietil)hexanamida e 1-morfolinahexanona como propostas de simplificacdo estrutural do
autoindutor cognato do QS de CV026, a C6-AHL (51).

A sintese dos derivados de morfolinas foi realizada com a mistura de um &cido
carboxilico, morfolina e Nafion®, sob refluxo por 24 horas, em condicdes semelhantes as
utilizadas para a sintese das N-(2-hidroxietil)amidas,®-® permitindo a obtencéo das moléculas
desejadas em rendimentos que variaram de moderado a bom (Tabela 2.1). Nesse momento,
como se buscava apenas uma pequena amostra dessas moléculas, para se testar a interferéncia

em QS de CV026, ndo houve preocupagdo em se otimizar os rendimentos obtidos.
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Tabela 2.1 — Rendimentos das sinteses das morfolinamidas 118.

o]
O HN Nafion
i - " e
R OH Refluxo, 24h o
77 117 118
Entrada Acido Carboxilico Rendimento (%)
O
1 /\/\)]\ 69
OH
0
2 \/\/\)J\ %0
OH
@]
OH
0]
4 /\/\/\/\)L >
OH
(0]

0]
6* ©)LOMQ 40
OH
7 30
0
0
0
9 @/S\)J\OH 32
OH

10 @/\n’ 50
0

* Assim como descrito na sintese de N-(hidroxietil)benzamida,® para a sintese desse derivado

de morfolina foi utilizado o benzoato de metila.

As estruturas das varias moléculas sintetizadas sdo semelhantes, e isso pode ser
observado nos espectros de RMN de *H e 3C (Anexo S22-582). O espectro de RMN H da 1-

morfolina-nonanona, 119, pode ser observado na Figura 2.7, com ampliagao dos sinais entre &

48



3,35 e 3,60; esses sdo os sinais referentes aos hidrogénios da morfolina. A Tabela 2.2 contém

as atribuigdes de sinais para o espectro da 1-morfolina-nonanona 119.

Tabela 2.2 - AtribuicGes de sinais para os espectros de RMN *H e 3C para a 1-morfolina-decanona 119.

1-morfolinanonanona.

O
7 5 3 10
8 6 4 2 ! @11
119
Posicado 3 (ppm), n°de H, m d (ppm) °C

1 - 171,8
2 2,27 (t, J=17,5Hz, 2H) 32,9
3 1,55 - 1,42 (m, 2H) 32,2
4 29,8
5 29,7
6 1,33 -1,22 (m, 10H) 25,6
7 25,6
8 23,0
9 0,86 (t, J = 6,9 Hz, 3H) 14,9
10 3,42 (m, 4H) 46,4; 42,3
11 3,5 (m, 4H) 67,1; 67,1
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Figura 2.7 — Espectro de RMN (600 MHz) de *H da 1-morfolinanonanona 119 em DMSO.



Uma particularidade dessas estruturas derivadas de morfolinas foi a observagao de sinais
de rotdmeros nos espectros de RMN de H e 13C. As amidas apresentam alta barreira rotacional
na ligacdo C(O)-N.%’ Essa barreira € a energia necessaria para a interconversio entre os
rotameros, e que pode levar a sinais pouco definidos ou duplicados nos espectros de RMN. Para
confirmar se os sinais adicionais observados nos experimentos de RMN né&o se tratavam de
impurezas, a pureza dessas amostras foi avaliada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrofotobmetro de massas (CG-EM). Adicionalmente, foi possivel detectar os ions
moleculares das espécies analisadas. Todas as amostras apresentaram elevada pureza ao CG-
EM. Para confirmar a observacdo de rotameros, foi realizado o experimento de Ressonancia
Magnética Nuclear de temperatura varidvel, técnica aplicada a identificacdo de rotameros, uma
vez que em altas temperaturas (superiores a 50°C) a velocidade de interconversdo entre os
isbmeros conformacionais aumenta, resultando em um espectro com sinais unicos e melhor
definidos. Portanto, foi realizado o experimento a 60°C em DMSO a fim de verificar se os sinais

coalesciam. %%

—35
—35

14000
13000
12000
11000
10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000

1 | 1000

-1000

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 2.8. — Sobreposi¢do dos espectros de RMN de 1H da 1-morfolinanonanona 119 a 25°C (vermelho) e a
60°C (azul).
A Figura 2.8 contém a sobreposi¢do dos sinais dos hidrogénios pertencentes ao residuo
de morfolina de 107 a temperatura ambiente (sinais em vermelho) e a 60 °C (sinais em azul). E
possivel observar que 0s sinais na regido entre 6 3,50 e 3,57 coalescem quando a temperatura

permite a livre interconversao desses rotameros.

Para completar a série das N-(2-hidroxietil)amidas previamente preparadas,®! a N-(2-

hidroxietil)hexanamida 115 foi sintetizada de forma similar a descrita para as outras N-(2-
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hidroxietil)amidas, com rendimento de 50%. Sua estrutura foi confirmada pelos espectros de
RMN de 1H e 13C e pelo espectro de infravermelho, além de sua pureza ter sido verificada por
CG-EM (Figura S17-S21) Ela apresenta 0 mesmo tamanho de cadeia do autoindutor cognato
da C. subtsugae e sua presenca entre as amostras ¢ importante para observar se ela sera capaz

de induzir a producdo de violaceina.

2.3.2. — Teste de inibicédo de sintese de violaceina em CV026 pela a¢do das N-

(2-hidroxietil)amidas e das morfolinamidas.

O intuito desse teste foi comparar os resultados obtidos no teste em placa com aqueles

obtidos no teste em caldo de cultivo.

Os resultados de inibicdo maxima para as N-(2-hidroxietil)amidas encontram-se na
Tabela 2.3. As N-(2-hidroxietil)amidas de cadeias alifatica foram testadas nas concentragdes de
2,5mM, 1,25 mM, 625 uM e 312 uM. Ja as N-(2-hidroxietil)amidas de cadeia aromética foram
testadas nas concentracbes de 1 mM, 500 uM, 250 pM e 125 puM. Essa diferenca nas
concentracdes testadas se deu pela solubilidade das moléculas, em que as aromaéticas se
mostraram menos solUveis que as alifaticas. Os graficos de inibicdo se encontram no anexo
(Figura S83-S93).

Os testes com as morfolinamidas foram realizados da mesma forma que para as N-(2-
hidroxietil)amidas. Cabe ressaltar que, por falta do acido octandico, ndo foi possivel realizar a
sintese e avaliacdo da inibigdo de violaceina em CVV026 da morfolinamida correspondente. Os
resultados de méxima inibicdo para os derivados de morfolinas encontram-se na Tabela 2.3. As
concentracgdes testadas foram 2,5 mM, 1,25 mM, 625 uM e 312 uM. Os gréaficos de inibicdo de

violaceina se encontram no anexo (S94 — S103).
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Tabela 2.3 — Inibicdo maxima para as N-(2-hidroxietil)amidas e morfolinamidas obtidas no ensaio em

fase liquida.
R
NH N
Molécula R~ OH /\lo
Inibicao (%) Inibicao (%)
Concentragiao Concentragio
Q 38 27

e~y "s 312 uM 16 2,5mM

O 45 20

\/\/\)LR 9 2,5 mM 126 1,25 mM

0 53

96 - -
/\/\/\)LR 1,25 mM

o 60 46

NN W 120 1,25 mM 19 2,5mM

0 43 60

e~y 121 1,25 mM 127 2,5mM

o 42 54

PN 1,25 mM 128 2,5mM

o
50 50
©)LR 123 500 uM 129 2.5mM
R
50 38
m 124 1 mM 130 2,5 mM

N 40 57
Q/\)L R 98 1 mM 131 2.5mM

o
S 40 38
©/ \)LR 125 M 132 2.5 mM
0
@\/ﬂ\ 34 32
R 97 1 mM 133 1,25 mM
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O interessante para o teste em caldo foi a possibilidade de observar outras inibi¢des, ndo
detectadas no teste em placa. Quando a inibicéo foi avaliada em placa, apenas duas moléculas
96 e 98 apresentaram inibicéo visivel de producao de violaceina. Esta observacédo estad em linha
com a hipotese previamente levantada de que as N-(2-hidroxietil)amidas com cadeias mais
longas tinham maior dificuldade de se difundir pelo agar sélido o que pode ter causado uma
concentracéo local maior, resultando em uma agdo antimicrobiana.®! Nos testes em caldo, foram
observados valores moderados para as inibicdes causadas pelas N-(2-hidroxietil)amidas. Entre
as amidas de cadeia alifatica, o maior valor de inibicdo foi observado para a N-(2-

hidroxietil)decamida 121, com 63% de inibi¢do a 1,25 mM (Figura 2.9-A).

Ja entre as cadeias aromaticas, a N-(2-hidroxietil)benzamida 123 apresentou 50% de
inibicdo a 500 puM (Figura 2.9-B). A primeira concentragdo testada [ImM] resultou em
diminuicdo estatisticamente significante da densidade populacional e por isso ndo foi
considerada como inibicdo de sintese de violaceina. Para a molécula 123 foi possivel observar
que a inibicdo de violaceina segue padrdo dose-dependente. Diferente do que ocorreu nos testes
em agar solido, ndo foi detectada a ocorréncia de indutores de QS nos ensaios em caldo. A

ocorréncia desta divergéncia ainda esta sob investigag&o.

1,20 * 1,20 oD 120 * -2 oD
— W Viclaceina 1 W' Violaceina
- = <
1,00 I I = I 10 1,00 I i T Lo S
- I = = =
= = g T 3
=2 080 0,80 E, : 0,80 080 B
g > g 4
E 0,60 060 3 E’ 0,60 060 &
S S
=] z =] g
0,40 040 I 0,40 040 =
0,20 I 0,20 0,20 . I 0,20
0,00 0,00
g g 0,00 0,00
000 25mM 1.25mM 625 uM 312uM ek .
0.00 1 mM 500 uM 250 uMm 125uM
Concentragao de QSI Concentracio de QSI

Barra de erros: + 1SE
Barra de erros: £ 1SE

Figura 2.9 — Gréfico de inibicdo de biossintese de violaceina para N-(2-hidroxietil)decamida 121(A) N -
(2-hidroxietil)benzamida 123 (B) no ensaio em fase liquida.

Observando a tabela 2.3 (pagina 53), fica claro que a mudanga para uma estrutura sem
a possibilidade de doacdo de ligacdo de hidrogénio diminui o efeito inibitério sobre a
biossintese de violaceina das morfolinamidas. Apesar de porcentagens de inibicdo moderadas,
as concentraces necessarias para atingir tal efeito sdo altas, quando comparadas as
concentragOes observadas para as etanolamidas. Para as moléculas alifaticas a que teve a maior
inibicdo, assim como para as N-(2-hidroxietil)amidas, foi a com 10 carbonos, 127, com 60% de
inibicdo a 2,5 mM (Figura 2.10-A). Ja para as aromaticas, a molécula 131 foi a que teve a maior
inibicdo da série com 57% a 2,5 mM (Figura 2.10-B).
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Figura 2.10 — Gréfico de inibicdo de biossintese de violaceina para 127 (A) 131 (B).

2.3.3. Docking molecular dos complexos entre CviR de CV026 e as N-(2-

hidroxietil)amidas e morfolinamidas.

Como ja comentado anteriormente, a necessidade de se entender como ocorre a inibicao
de biossintese de violaceina se mostrou como um dos pilares desse trabalho. A atividade
bioldgica de um composto estd diretamente ligada as interagBes deste com o sistema
bioldgico.l® Uma das alternativas para se entender esse mecanismo nos nossos ensaios se deu
pelo uso de ancoragem molecular.

A ancoragem molecular € uma das ferramentas de planejamento racional de
medicamento baseado na estrutura quimica das moléculas envolvidas, ligante e receptor
bioldgico. Ensaios de ancoragem molecular sdo extensamente utilizados em virtude da sua
capacidade de sugerir interacGes ndo-covalentes entre um ligante e uma proteina. Os programas
de ancoragem molecular exploram as possibilidades de conformacéo do ligante, assim como a
funcéo de pontuacéo que classifica a afinidade das interagBes associadas a cada pose.'®* Essa
ferramenta vem sendo cada vez mais utilizada em estudos de inibicdo de QS. A ideia norteadora
€ que, ao se interromper a interacdo entre o autoindutor e o ativador transcricional CviR, a
transcrigdo do operon VioABCDE é severamente diminuida, afetando também a expresséo de
outros genes sob controle de CviR (regulon CviR). A proteina CviR ja foi cristalografada e por
isso € muito utilizada em estudos de ancoragem molecular para QS. Li e colaboradores
buscaram, em um banco de dados contendo 4687 compostos naturais, possiveis ligantes para
CviR e inibidores de QS.1%? Apds essa busca, os autores utilizaram as interacdes dadas pelo

programa de ancoragem molecular para escolher os melhores candidatos ao teste bioldgico.
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Outros autores utilizam das interacfes entre ligante e proteina advindas da ancoragem
molecular para estabelecer mecanismo de inibigao.103-10

O programa de ancoragem molecular utilizado nesse trabalho foi o AutoDock Vina,
devido a sua interface simples e boa capacidade de predizer a conformacéo do ligante dentro
do sitio ativo.1%1%7 Antes desse experimento computacional, as moléculas foram otimizadas
utilizando Teoria do Funcional de Densidade (DFT — B3LYP, 6-31G**) por meio do programa
Gaussian 6.06. A proteina escolhida foi a CviR complexada com a molécula 56 (PDB :3gp5)
pois, nesse caso, a proteina adota uma conformacao “fechada” que ¢ incapaz de interagir com
0 DNA, dessa forma, inativando a transcricdo dos genes da biossintese de violaceina
(vioABCDE). Além disso, esse complexo foi cristalografado na forma de dimero, o que se
assemelha com a realidade.

Analisando a conformacéo do inibidor 56, advinda da estrutura de raio-X dentro do sitio
de ligacdo, é possivel observar algumas interacGes importantes (Figura 2.11). As ligacdes de
hidrogénio entre o inibidor e os residuos de aminoécido Serina 155, Acido Aspartico 97,
Triptofano 84 posicionam a molécula 56 dentro do sitio. Existem também interagdes do tipo n-
7 entre o anel aromatico do inibidor e da Tirosina 88, além de uma proximidade com a
Metionina 89, ja discutida por Bassler e colaboradores, como uma possivel interacdo estérea
que impde a mudanca conformacional em CviR responsavel por promover inibicdo da

transcricao.®°

. Tyr88 -\
~ Yoy A" .= Met89
>, B I - e o i
. - TR 7
0 c
. %
(@) Leu85
Y Tyr88
_.—" \\. S (-1 staking )
Ser155 «*° _.q X
31

Tyr80

Figura 2.11 — Interagdes importantes entre a proteina CviR e a molécula 56.

De posse desta informacédo oriunda dos estudos de difracdo de raio-X, realizamos um
experimento de re-ancoramento molecular do inibidor 56 e a CviR. Este procedimento teve
como objetivo validar, por comparacdo, o experimento de ancoragem molecular. Pela
sobreposicao da conformacao do inibidor 56 obtida pelo re-ancoramento molecular com aquela
obtida pela difracéo de raio-X, (Figura 2.12), foi possivel observar que as regides polares de 56
estdo sobrepostas, havendo apenas um desvio na posi¢do do anel aromatico. Como a ancoragem
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molecular visa imitar as interacGes polares, consideramos a metodologia de ancoragem

molecular como satisfatdria para prever as conformagées dentro do sitio de ligacao.

Figura 2.12 - Sobreposic¢do da conformacéo de 56 advinda do experimento de difracdo de raio-X (modelo

tubular) e do re-ancoramento molecular (modelo bola-bast&o).

Passada a etapa de validagcdo, a ancoragem molecular foi realizada para todas as
moléculas testadas (Tabela 2.4). Como era de se esperar, a interacdo entre o inibidor 56 e a
proteina receptora apresentou a menor energia de interacdo para o complexo CviR:56, 0 que
corrobora com a capacidade do inibidor deslocar o autoindutor cognato do sitio de ligacéo e

inibir a expressdo de vVioABCDE e de outros fenétipos sob controle de QS em CV026.

Tabela 2.4 - Resultados dos dockings moleculares.

Molécula Afinidade de Interagdes Hidrofilicas (Ligacéo de Interacdes
ligacdo H) hidrofobicas
(kcal/mol)

HHL - 51 -7.0 Tyr80, Trp84, Tyr88, Asp97, Serl55 -
56 -8.8 Tyr80, Trp84, Tyr88, Asp97, Serl55 Tyr88
115 -5.8 Tyr80, Tyr88, Asp97, Serl55 -
95 -5.7 Tyr80, Tyr88, Asp97, Trplll -
96 -5.8 Trp84, Tyr80, Tyr88, Asp97, Trplll, -

Met135

120 -6.6 Trp84, Tyr80, Tyr88, Asp97, Serl55 -
121 -6.6 Trp84, Tyr80, Asp97, Trplll, Metl135 -
122 -6.2 Tyr80, Tyr88, Asp97, Met89, Trplll -
123 -7.3 Tyr80, Tyr88, Asp97, Thrl140, Ser155 Trplll
124 -7.3 Tyr80, Tyr88, Asp97, Serls5 Trplll
98 -6.5 Tyr80, Tyr88, Asp97, Serl55 Trplll
125 -7.0 Tyr80, Tyr88, Asp97, Serl55 Tyr88
97 -6.5 Tyr80, Tyr88, Asp97, Serl55 Trplll
116 -6.4 Trp84, Tyr80, Tyr88, Asp97 -
126 -6.3 Trp84, Tyr88, Asp97, Trplil -
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119 -5.1

127 -6.4
128 -6.7
129 -8.1
130 -8.1
131 -8.2
132 -7
133 -7.8

Trp84, Tyr88, Asp97 -

Tyr88, Asp97, Serl55 -
Tyr88, Asp97, Met135 -

Tyr80, Tyr88, Asp97, Serl55 Trplil

Tyr88, Asp97, Serl55 Trplll
Tyr80, Tyr88, Asp97, Serl55 -

Tyr80, Trp84 Trplll

Trp84, Tyr88, Asp97 Trplil

Comparando as interacfes de CviR com o autoindutor cognato 51 e aquelas com o

inibidor 121, foi possivel observar que a interacdo com a Ser155 foi perdida e que a interacdo

com o Trp84 foi alongada (Figura 2.13-A), o que pode justificar a diminuigédo de energia obtida

pela ancoragem molecular. E possivel ver que a cadeia carbdnica ocupa a regido desejada, em

direcdo a Met89. Se compararmos com o derivado de morfolina 127 com mesmo tamanho de

cadeia, é possivel observar o alongamento das interacdes, o que poderia justificar o aumento da

energia do complexo, 0 que causaria sua instabilidade e justificaria a diminuigéo de inibicé&o.

(Figura 2.13 — CD). A sobreposi¢do com a molécula 127 mostra que o derivado de morfolina

estd dentro do sitio de ligacdo, porém a molécula falha em fazer interac6es importantes, como

a interacdo com o Trp84.

.y y
Aspy? R

284 @

Asp97 Tyr80
407

Trpt
448

Trp84

Met135 v s

347
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Figura 2.13 - (A) Sobreposicdo entre 0 autoindutor cognato 51 e a etanolamida 121. (B) InteracGes entre
a etanolamida 121 e os residuos de aminoacidos no sitio de ligagdo do Al. (C) Sobreposicdo entre autoindutor
cognato 51 e a morfolinamida 127. (B) InteragGes entre 127 e os residuos de aminoacidos no sitio de ligacdo do
Al

Comparando as cadeias alifaticas e aromaticas percebesse uma menor energia de
interacdo com CviR para as moléculas com por¢des aromaticas. 1sso pode se dar pelo fato que
os anéis aromaticos podem interagir entre si por intera¢des do tipo n-m. Esse tipo de interacao
acontece tanto para 123 quanto 131, e parece ser tdo decisiva na ancoragem que ocasiona uma
mudanca dentro do sitio de ligacdo. Tanto 123 quanto 131, estdo invertidas dentro do sitio de
ligacdo se comparadas com 121 e 127. Uma possivel justificativa para essa inver¢do seria
porque nessa conformag&o o anel aromatico da molécula tem uma melhor sobreposicédo com o
anel aromatico do residuo Trp111 em CviR (Figura 2.14 — B e D). Logo, essa interacdo seria a
responsavel pelo posicionamento da molécula dentro do sitio de ligacdo. Apesar dessa
mudanca, 123 e 131, sdo capazes de manter as interacdes com Asp97, Serl55 e Tyr80.
Outrossim, essas duas moléculas sdo as que tem menor energia de interacdo e tem os melhores

resultados de inibicdo de violaceina.
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Figura 2.14 - (A) Sobreposicdo o autoindutor cognato 51 e a etanolamida 123. (B) Interacdes entre 123
e os residuos de aminoacidos no sitio de ligagdo do Al. (C) Sobreposicdo o autoindutor cognato 51 e a
morfolinamida 131. (D) InteragOes entre 131 e os aminodacidos no sitio de ligagdo do Al.

2.3.4. Simplificacdo estrutural do inibidor 56.

Além das simplificacbes estruturais do agonista cognato 51, foram planejadas
racionalmente duas simplificacfes estruturais para o inibidor 56. Seguindo 0 mesmo raciocinio,
substituindo a lactona do inibidor pelo derivado N-(2-hidroxietil)amida e pelo anel morfolinico.
Saindo do &cido 60 realizou-se o acoplamento do mesmo com a etanolamina 78 e com a
morfolina 117 utilizando-se as mesmas condic¢des do acoplamento para a lactona 61. A sintese
do composto 135 aconteceu sem problemas com 86% de rendimento. A sintese de 134, porém,

ndo aconteceu por esse procedimento, mesmo com trés tentativas.
O

o
/©/O\/\)LOH . HZN/\/OH % /©/O\/\)J\H/\/OH
i 78 i 134

60

SR V.
CI/©/ K/O /©/ K/O

60 117

Esquema 2.9 - Acoplamento da etanolamina 78 (A) e da morfolina 117 (B) com o acido 60.

Como alternativa, foi tentada a formacdo da amida de acordo com o procedimento
proposto por Imai e colaboradoras, na qual se utiliza de um intermediario anidrido misto acido
para que ocorra a amidacdo.!® Infelizmente, a sintese novamente ndo aconteceu por esse
procedimento. O acoplamento do &cido 60 com a glicina também foi realizado com a finalidade
de sintetizar a molécula 134 que, ap6s uma etapa de reducao do grupo acido, poderia levar a
etanolamida desejada. Contudo, o acoplamento néo foi observado. Como na sintese da molécula
123, na qual a reacdo de formacdo da amida desejada ndo ocorreu, utilizou-se o éster 59 para a
reacdo de aminolise com a etanolamina, procedimento idéntico ao da sintese das N-(2-

hidroxietil)amida (Esquema 2.10). A formag&o ocorreu sem problema com rendimento de 54%.

(@]
Nafion®

//[:::::]/,C)\\/,,x\\,/Ji\()l,\\\ *HN ,/x\\¢,()kﬁ - //[:::::]/, ,f\\\/,C)H
2
Cl

59 78

Esquema 2.10 - Sintese da molécula 126 a partir do éster 59 e da etanolamina 78.
Ambas as moléculas passaram por processo de purificacdo e foram caracterizadas a
partir dos espectros de RMN de 'H e *3C e de infravermelho (Figuras S125-S134). A pureza foi
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aferida com o auxilio de cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massas (Figuras

S128 e S133). A Tabela 2.5 contém as atribui¢Oes de sinais para o espectro das estruturas 134

e 135.
Tabela 2.5 - AtribuicGes de sinais para os espectros de RMN H e *C para as moléculas 134 e 135.
134 135
o] o]
CITio~"® " CIi® K/O
Posicado 3 (ppm), n°de H, m 8 (ppm) °C Posicado 3 (ppm), n°de H, m 8 (ppm) °C
1 3.42 (9,J=5.5Hz, 2H) 62.0 1 3.72 —3.56 (m, 4H) 66.9
2 3.78-3.68 (m, 2H), 42.4 2 3.54 -3.31 (m, 4H) 41.9
3 - 173.5 3 - 170.9
4 2.41 (t,J=7.3 Hz, 2H) 32.8 4 251 (t,J=7.2Hz, 2H 29.1
5 2.12 (qt, J = 7.3 Hz, 2H) 25.1 5 2.20-2.05(qt,J=7.2 24.7
Hz, 2H)

6 3.97 (t, J= 6.0 Hz, 2H) 67.2 6 4.00 (t,J=7.2 Hz, 1H) 67.2
7 - 157.4 7 - 157.4
8 6.83 -6.79 (m, 2H) 129.3 8 6.89 — 6.62 (m, 2H) 129.3
9 7.24 —7.20 (m, 2H) 115.7 9 7.27-7.13 (m, 2H) 115.7
10 - 125.6 10 - 125.5
11 6.12 (s, 1H) - - - -
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Figura 2.15 - Ensaio de inibi¢do de violaceina para a (A) etanolamida 134 e para a (B) morfolinamida
135.

Apesar de apresentarem inibicbes moderadas de 50% nas concentracfes de 625uM e
1,25mM para as moléculas 134 e 135 (Figura 2.15), fica clara que a retirada da lactona diminui
muito a poténcia dessas estruturas. Lembrando que a molécula 56 apresenta uma inibicéo de
95% a 32,5 pM.

Na tentativa de entender melhor o porqué dessa diminuicéo, o experimento de docking
molecular foi realizado a fim de analisar as posi¢Ges das moléculas dentro do sitio de ligacéo.
De inicio, é possivel observar um aumento da energia de interacdo entre as estruturas estudadas
0 gque demonstra a sua menor interacdo com CviR. Para a molécula 134 a energia de interacédo
foi de -6,8 kcal/mol enquanto para a 135 foi de -7,8 kcal/mol. Isso caracteriza um aumento de
2 e de 1 kcal/mol, respectivamente. Porém como ja dito anteriormente, a técnica de docking ndo
calcula de forma precisa a energia de interacao, logo, esse dado juntamente com o de inibicédo
aponta para que essa diferenca na inibicdo apresenta correlacdo com o aumento da energia de
interacg&o.

Analisando as interacGes que ocorrem no sitio de ligacdo do Al para o complexo de
CviR com essas moléculas, foi possivel observar que 134 ocupa uma posi¢cdo muito semelhante
a das estruturas do Al 51 e do inibidor 56 descrito por Bassler. As interagdes com 0s
aminoacidos Asp97, Tyr80, Tyr88, Serl55 foram mantidas, alem de preservar a interacdo do
tipo m-m com 0 aminoacido Tyr88 (Figura 2.16).
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Tyr80

Trpi11 303
419

Thr140
Ser155 3.90
293

Figura 2.16 - (A) Sobreposicéo da etanolamida 134 com o inibidor 56 no sitio de ligagdo do Al de CviR
de CV026 (B) Interagdes entre a molécula 134 e os residuos de aminoacidos do sitio de ligacdo da proteina
receptora CviR.

Ja a molécula 135 apresentou conformacdes diferentes dentro do dimero da CviR. Para
a posicdo de menor energia, € interessante se observar que a molécula se encontra invertida
dentro do sitio de ligacdo, em comparagdo a molécula 56 (Figura 2.17-A). Nessa conformacéo,
as interacOes estdo todas alongadas, Figura 2,17-B, 0 que demostra uma menor interacdo. Ja no
outro mondémero a conformacdo se mostra similar com a encontrada para a molécula 56,
contudo, a um aumento de energia para -6,4 kcal/mol, valor proximo do encontrado para a

molécula 134.

Figura 2.17 - (A) Sobreposi¢do da morfolinamida 135 com o inibidor 56 no sitio de ligacdo do Al de
CviR de CV026 (B) Interacdes entre a morfolinamida 135 e os residuos de aminoacidos do sitio de ligagéo do Al

no mondmero da CviR que apresentou menor energia.
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2.3.5. Prospeccdo de novos possiveis inibidores de QS em CV026.

Tendo em vista os resultados obtidos até agora, novas moléculas foram pensadas a fim
de melhorar a inibicdo de violaceina. A molécula escolhida para as derivatizacbes foi a
molécula 123, pois ela apresentou a melhor inibicdo na concentracdo de 500 uM. Foram
pensadas duas modificacOes, a primeira seria a insercdo de um grupo acetila na estrutura, 136,
a segunda seria a insercao do grupo p-clorofenoxila, 137, tentando-se imitar parte da estrutura
do inibidor 56. A molécula 138 também se mostrou viavel e um derivado promissor, no qual a
cadeia que conecta a amida ao grupo p-clorofenila é um homologo superior deste mesmo

conector em 129 (Figura 2.18).

0
OH
"‘NJ\/\/O @AN/\/
N [ :] H
Cl
56 123

o] O o
H H
0 H
Cl
136 137 138

Figura 2.18 — Planejamento racional de novos inibidores de biossintese de violaceina em CV026

Cl

baseados no inibidor 56 e na etanolamida 123.

A molécula 136 apresentou energia de interacdo de -7,7 kcal/mol no experimento de
docking cego, enquanto as moléculas 137 e 138 apresentaram energias de -9,5 e -9,6 kcal/mol
respectivamente. Essas energias de interacdo sao melhores que a encontrada para a molécula
123, 0 que torna a sua sintese promissora. As moléculas se encontram posicionadas com a
carbonila da amida sobreposta a carbonila do autoindutor cognado 51 (Figura 2.19-A, C e E).
Nesse posicionamento, o anel aromatico sem substituintes ocupa 0 mesmo espaco que a lactona.
Esse tipo de posicionamento ja havia sido observado em outras moléculas aromaéticas.
Outrossim, as interag¢Oes hidrofilicas com os aminoacidos Asp97, Serl55, Tyr88 e Tyr80 sao
mantidos. A molécula 137 e 138 esta posicionada de uma forma em que ela € capaz de ter
interagOes do tipo - w com o Trpl111 e o Tyr88, isso deve explicar a sua energia de interagado
(Figura 2.19-D e F).
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Figura 2.19 - (A) Sobreposicéo entre 51 e 136. (B) Interagdes entre 136 e os aminoécidos no sitio de
ligagdo do 51. (C) Sobreposigéo entre 51 e 137. (D) Interacfes entre 137 e os aminoacidos no sitio de ligagdo do

51. (E) Sobreposicao entre 51 e 138. (F) Interacdes entre 138 e os aminoacidos no sitio de ligagdo do 51.
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Diante desses resultados animadores de docking partiu-se para a sintese dos compostos.
A sintese de 136 ocorreu por meio da metodologia de Orelli e colaboradores, com poucas
modificagbes.'®® A metodologia em si consiste em se colocar a molécula 123 na presenca de
anidrido acético e DMAP em temperatura ambiente. Para os substratos do artigo de Orelli,
foram necessérias 5 horas, porém para a conversdo completa da molécula 123, a mistura
reacional foi deixada sob agitacdo por 24 horas em temperatura ambiente. O rendimento ap6s
purificacdo foi de 57%. A estrutura foi confirmada por RMN de 'H e *C. No espectro de
hidrogénio foi possivel observar o aparecimento de um simpleto referente ao grupo metilico do
grupo acetila em 2,21 ppm. As descricdes se encontram na Tabela 2.6 e 0s espectros se
encontram no anexo (Figura S135-139)

o Ac,0, DMAP 0
—~_OH DCM ~_0O
@Aﬁ ta, 24h N T
0
123 136

Esquema 2.11 - Sintese da molécula 136.

Tabela 2.6 - Atribuicdes de sinais para os espectros de RMN 'H e 3C para as moléculas 136.

136
O
‘5 1
9 7 10 O
8
Posicdo | & (ppm), n°de H, m 8 (ppm) °C

1 2,08 (s,3=[H) 20,9
2 - 1715
3 4,29 (t,J =5,5, 2H) 63,3
4 3,72(q,J=5,5,2H 39,5
5 - 167,6
6 - 134,2
7 7,78 (m,2H) 128,6
8 7,47 (m,3H) 126,9

9 131,6
10 6,7 (s,1H); -
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Para a sintese da molécula 137 era necessario tornar o grupo hidroxila em um bom
grupo de saida, para uma reacdo de Sn2 com o clorofenol. A primeira tentativa foi a de
realizar a reacdo de bromacdo na molécula 123, segundo a metodologia de Norris e
colaboradores gque consistia em se colocar esta etanolamida com o acido bromidrico e deixar
sob refluxo por 2 horas.'° Apesar dos esforcos a sintese desse derivado, ndo foi contemplada
em quantidades mensuraveis, mesmo quando a reacdo foi acompanhada por TLC, com
guantidades maiores e menores do acido, entre outras tentativas que foram realizadas. Uma
observacao constantemente realizada na analise por CG/EM do bruto desta reacdo era a

presenca do acido benzoico, o que sugere a hidrolise &cida da amida de 123 (Figura 2.20).

Chromatogram (All TIC)

1,689,307

m/z:122

m/z=226

TICYLO0
.

T T T
10.0 200 24.0
min

Figura 2.20 - Cromatograma de uma das tentativas de bromagdo do composto 123. O primeiro pico tem
m/z=122, caracteristico do &cido benzoico, sugerindo a hidrdlise da amida de 123 com uma proporcao de 92%. Ja
0 segundo pico corresponde ao produto bromado (8%)

Numa segunda tentativa, o grupo tosila foi escolhido como grupo de saida. A reacéo
ocorreu conforme desejado seguindo a metodologia de Resck e de Souza. ! O intermediario
produto 139 foi confirmado por LC/MS (Anexo — Figura S143), pela deteccdo do ion com m/z
342 [M+Na]. Ja é possivel observar a formacdo de um subproduto, 140, advindo da ciclizacéo
intramolecular do intermediario 139.

Q TsCl, KOH 0 cho3
N/\/OH THF seco N/\/OTS DMF
N -10°C N 100°C h
15h

123 139 137

>

N

140

Esquema 2.12 - Proposta sintética para a molécula 129.
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Continuando a sintese do composto 137, para a rea¢do de substituicdo foi escolhido a
metodologia de Bassler e colaboradores,® pois o clorofenol seria o nucleéfilo como na sintese
do inibidor 56 (Esquema 2.12). Infelizmente a reacdo ndo ocorreu como planejado. O espectro
de massas do bruto reacional mostra uma mistura entre a oxazolina 140 e o produto tosilado
139(Figura 2.21), além de auséncia do pico correspondente ao produto 137 desejado [M+Na =
295]. O que parece acontecer é que mesmo que a reacdo tenha ocorrido, a molécula 137
apresenta um bom grupo de saida e nas condicdes reacionais testadas o produto favorecido foi

a oxazolina 140.

Uma outra tentativa foi fazer a reacdo com o substrato 136, tendo como grupo de saida
0 grupo acetato. Novamente, pela analise do CG/EM, mostra grande presenca do p-clorofenol
e da oxazolina 140 (Figura 2.22). Devido a essas dificuldades, a sintese da molécula 137 foi
abandonada.

Chromatogram (All TIC)
2,069,073
mfz=122

| e TICH1.00

T T
10.0 20.0 240
min

. Figura 2.22 - Cromatograma (CG/EM) da reacéo entre a molécula 136 e o p-clorofenol, observa-se 2
picos um referente ao p-clorofenol e 0 outro a oxazolina 140.

Para a sintese da 138 seguindo-se uma metodologia do nosso grupo de pesquisa, na qual
um alcool atua como nucledfilo, a reacdo ocorreu sem problemas (esquema 2.13) com
rendimento de 40% apos purificacdo.''? As descricdes se encontram na Tabela 2.7 e os

espectros no anexo (Figura S144-148)

o c:|
1. KOH, TBAB, THF, 0°C
N OH
H "o T
123

Esquema 2.13 - Rota sintética da molécula 138.
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Tabela 2.7 - Atribuices de sinais para os espectros de RMN H e 3C para as moléculas 138.

12 10 13
11

Posicado 8 (ppm), n°de H, m 8 (ppm) °C
1 - 134,5
2 7.34 -7.30 (m, 2H), 128,9
3 7,45-7,40 (m, 4H), 129,1
4 - 136,4
5 4.51 (s, 2H), 72,4
6 3,70-3,64 (m, 4H) 69,0
7 39,7
8 - 167,5
9 - 133,7
10 7,74 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 128,6
11 4,43 (t,J=17,7, 2H) 126,9
12 7,50 (tt, J =7,5e 1,4 Hz, 1H) 1315
13 6.52 (s, 1H), -




Spectrum from Fernanda@2022-03-16 wiff (sample ) - FF74-H, Experiment 1. +TOF MS (50 - 1000) freem 0.404 to 0.426 min, subtracted b.. subtracted by (Speetrum from Femnanda@2022-03-16 wiff (sample 1) - MeOH., Experiment 1. +TOF MS (50 - 1000) freem 0.427 to 0,495 min)
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Figura 2.21 - Observacédo do ion m/z 148,01759 como evidéncia da formacdo de oxazolina 132 por EMAR (ESI modo positivo)
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Passando as analises bioldgicas, o docking molecular parecia apontar para um resultado
de inibicdo de violaceina melhor em comparacdo aos j& apresentados neste capitulo.
Infelizmente, a molécula 138 apresentou carater bactericida nas duas primeiras concentragdes
testadas e apresentou uma inibicdo de apenas 30% na concentracdo de 625 M, resultado muito
aquém do esperado (Figura 2.23 -B). A molécula 136 apresentou 45% de inibicdo na
concentracdo de 1,25 mM (Figura 2.23 -A). Dessa forma, € pertinente salientar que a perda das
interacdes decorrentes da hidroxila diminuiu o efeito inibitdrio sobre a sintese de violaceina.
Outra conclusdo plausivel é que a energia de docking ndo € um bom preditor do valor de inibicdo

de biossintese de violaceina para esta série de etanolamidas e morfolinamidas.

*
Al s B

— Oop Cop
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Figura 2.23 - (A) Ensaio de inibicdo de violaceina para 136. (B) Ensaio de inibigdo de violaceina para
138.

2.3.6. — Teste de competicao pelo sitio de ligacdo da proteina CviR.

Analisando todos os resultados de inibicdo da sintese violaceina em CV026 obtidos para
as etanolamidas e morfolinamidas propostas como simplificacdo estrutural do Al 51 e do
inibidor 56, as etanolamidas 123 e 134 foram escolhidas para novos testes na expectativa de se
investigar o mecanismo dessa inibicdo. Incialmente, essas moléculas foram submetidas ao teste
de competicdo pelo sitio de ligacdo da proteina CviR. O teste é feito de forma semelhante ao
teste de inibicdo de violaceina, contudo, agora a concentracdo do QSI € mantida constante e
ocorre 0 aumento gradual da concentragdo do autoindutor 51. Dessa forma, espera-se que a
molécula 51, em concentracfes compativeis com as apresentadas pelos QSI, seja capaz de
reestabelecer a biossintese de violaceina. A molécula 134 apresentou um resultado um pouco
melhor do que a 123, pois essa substancia consegue manter a inibicao de violaceina numa faixa
de 50-40% mesmo com uma concentragdo mais alta de 51 (10nM a 20uM - Figura 2.24-B).

Mas com a concentracdo na mesma faixa dos inibidores, o autoindutor € capaz de reestabelecer
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a biossintese de violaceina aos valores em que os inibidores estdo ausentes. Esses resultados
sugerem que a competicdo entre o Al 51 e as etanolamidas 123 e 134 é um dos possiveis
mecanismos que estas etanolamidas tém para a inibicdo da sintese de violaceina observada em
CV026.
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Figura 2.24 - Ensaio de competi¢do para as moléculas (A) 123 na concentragdo de 500 uM. e (B) 134 na
concentracdo de 625 pM.

2.3.7. Teste de hidrolise de quitina.

Um outro teste realizado foi o de hidrolise de quitina. Em CV026, a producdo de
quitinases é controlada por QS.%® Logo, a observacgdo da inibicdo da sintese de violaceina e da
atividade quitinolitica em CV026 é um indicio adicional de que uma dada substancia esta
inibindo a acdo transcricional de CviR e a expressdo de diferentes genes sob controle de QS.
Para a realizacdo desta avaliacdo em CV026, se fez necessario um teste controle positivo de
consumo de quitina concomitante a sintese de violaceina (CP) realizado com a adi¢do do Al 51
(Figura 2.24-A). Também foi necessario um teste controle negativo (CN), o qual na falta de 51
CV026 ndo hidrolisa quitina e nem produz violaceina (Figura 2.25-D). Para validar a resposta
inibitoria nesse ensaio, o inibidor 56 foi adicionado a um ensaio contendo o Al 51. Neste ensaio,
foi possivel verificar que 56 inibe a producdo de violaceina juntamente com o consumo de
quitina (Figura 2.25-E). Infelizmente, o ensaio com as moléculas 123 e 134 ndo apresentaram
uma clara inibi¢do desses fendtipos nem mudanga no tamanho da colénia (Figura 2.25 - B e C,
respectivamente). Percebe-se uma ténue reducdo no halo violeta, sugerindo uma fraca inibigcdo

deste fenotipo.

Uma possivel explicacdo para tal resultado é que o teste de consumo de quitina em placa

é um teste visual e por isso precisa de uma porcentagem de inibicdo alta que permita a percepc¢ao

72



visual de alguma mudanc¢a. Uma conclusdo tirada dos testes de hidrdlise de quitina realizados
nesta tese é que, neste ensaio, é necessaria uma inibicao superior a 70% de sintese de violaceina

para que haja uma mudanca perceptivel a olho nu na hidrolise de quitina.

-

Figura 2.25 - Ensaio para detectar inibicdo da atividade quitinolitca e da sintese de violaceina: (A)
Controle positivo de consumo de quitina e da sintese da violaceina (CP). (B) experimento com a molécula 113 na
presenca do Al 51 (C) experimento com a molécula 126 na presenca do Al 51. (D) Controle negativo para a
inibicdo do consumo de quitina e da sintese da violaceina (CN), o halo de crescimento se encontra na parte superior
do poco. (E) experimento de validagdo da resposta inibitdrio com o inibidor 56 na presenca do Al 51, o halo de

crescimento de encontra na parte superior do pogo.

2.3.8. RT-qPCR.

Por fim, para finalizar o estudo dos inibidores 123 e 134, foi realizado o experimento de
RT-qPCR na perspectiva de confirmar que a inibicdo de violaceina ocorria devido a uma
interferéncia na transcri¢éo do operon vioABCDE. Como a interag&o da proteina receptora CviR
com o0 autoindutor cognato 51 promove a inducdo da transcricdo do operon vioABCDE e de
outros genes relacionado ao QS de CV026, a interferéncia nessa interacao ocasiona diminuigéo
da transcrigdo dos referidos genes. Os experimentos de RT-qPCR foram realizados em triplicata
bioldgica verificando a transcricdo de vioABCDE por sondagem de dois loci (vioA e vioC).
Como pode ser visto na Figura 2.26, a presenca dos inibidores testados reduziu a expressao
relativa de vioA em aproximadamente 50% para ambas as moléculas. Esses dados sdo
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condizentes com os valores de inibi¢do de violaceina. Esse experimento também confirma que
as inibicGes ocorrem em niveis transcricionais, ou seja, os inibidores interferem na interacdo do

autoindutor com a CviR.

1.40

1.20 A

HViOA

Expressdo relativa do gene

Controle 123 134
Inibidores

Figura 2.26- Gréfico da expressdo relativa, em comparacao ao gene 16S, do gene vioA na presenca dos
inibidores 123 e 134.
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2.4.Conclusodes

Nesse capitulo, foram abordadas as simplificagdes estruturais do autoindutor cognato
51 e do inibidor 56, além da prospeccao de novos inibidores derivados desses. Primeiramente,
foram realizadas as sinteses das simplifica¢fes inspiradas nas morfolinas, que seriam estruturas
que impossibilitam interacGes do tipo doacdo de ligacdo de hidrogénio previamente possiveis
nas etanolamidas. Os rendimentos variaram de moderados a bons, porém como foi explicado
no texto, nesse primeiro momento de teste, ndo foi priorizada a otimizacao das sinteses.

Depois, os experimentos de inibicdo de violaceina foram realizados para os derivados
das etanolamidas e das morfolinamidas. De forma a se permitir a comparacdo entre essas
substancias, 50% de inibicdo foi tomada como valor minimo para se considerar uma boa
atividade inibitdria da sintese de violaceina em CV026, numa dada concentracdo. Desta forma,
as substancias que apresentaram inibicdo maior ou igual a 50% em concentra¢fes mais baixas
foram consideradas as mais eficientes. Partindo-se desta premissa, de forma geral, 0s compostos
aromaticos apresentaram concentrac6es de inibicdo mais baixas, destaque para a molécula 123
que apresentou 50% de inibicdo numa concentracdo de 500 uM. Outra conclusdo pertinente foi
de que os derivados de N-2-hidroxietilamidas apresentaram concentragdes de inibigdo menores
do que as morfolinamidas. Isso sugere que as interagdes do tipo doagéo de ligagéo de hidrogénio
na regido polar dessas moléculas é importante para a atividade inibitéria dessas moléculas.

Além disso, experimentos de ancoragem molecular foram realizados para entender
como os QSI preparados nesse capitulo se comportam frente & proteina receptora CviR. Para as
moléculas com cadeia alifatica, a parte da morfolina e da etanolamina ocupam o mesmo espago
ocupado pela lactona do Al 51. Porém, para as moléculas aromaticas, ocorre a inversao da
posicdo dentro do sitio. Dessa forma, o anel aromatico se encontra no espaco ocupado pela
lactona do autoindutor. Outrossim, essa posi¢ao permite que as estruturas contendo aromatico
possam apresentar interagdes do tipo n-m com o Triptofano 111, o que parece ser 0 motivo da
inversdo dentro do sitio.

A simplificacdo estrutural do inibidor 56 também foi proposta e as moléculas anélogas
134 e 135 foram preparadas com rendimento de 54% e 86%, respectivamente. Ambas as
moléculas apresentam uma inibi¢do de producédo de violaceina de 50% nas concentracfes de
625 UM e 1,25 mM, respectivamente para 134 e 135. A molécula 134 ocupa posicao similar ao
inibidor 56 no experimento de ancoragem molecular com energia de interacdo de -6,8 kcal/mol.
Ja a molécula 135 apresenta uma interacdo com energia de -7,7 kcal/mol em um dos
mondmeros, porém a sua posicdo se encontra invertida dentro do sitio de ligagcdo. No outro

mondmero a posicao similar ao inibidor apresenta energia de -6,4 kcal/mol.
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Analisando os resultados obtidos até 0 momento, trés novas moléculas foram propostas
como otimizacdo da molécula 123, aquela que apresentou o melhor resultado das classes de
moléculas inicialmente testadas nesse capitulo. Dessas, duas foram sintetizadas com sucesso,
136 e 138, com rendimentos de 57% e 40% apos purificacdo. A sintese da molécula 137 se
mostrou um desafio devido a ciclizacdo intramolecular que gera a oxazolina 140 e foi
abandonada devido a similaridade estrutural com a 138, que foi efetivamente preparada. Apesar
de os experimentos de ancoragem molecular resultar em energias de interacdo para 0s
complexos entre CviR e as moléculas 136 e 138 melhores do que a calculada para a molécula
123, os resultados dos testes de inibicdo ndo foram animadores. A molécula 136 apresentou
inibicdo de 45% na concentragdo de 1,25 mM, apontando para a necessidade da presenca da
hidroxila para o efeito biologico. Ja a molécula 138 se mostrou bactericida nas duas
concentracdes mais altas testadas e uma inibicao de 30% na concentracao de 625 yM.

Para finalizar o estudo dos inibidores advindos das simplificacGes estruturais propostas
neste capitulo, as moléculas 123 e 134 foram escolhidas para outros testes que visavam entender
0 seu mecanismo de inibicdo. O primeiro teste realizado foi o de competicdo pelo sitio de
interacdo. Nesse experimento os inibidores tiveram sua concentracdo mantida constante
enquanto se variou a concentragdo do autoindutor, a fim de observar se o Al 51 era capaz de
reestabelecer a biossintese de violaceina na presenca de 123 ou de 134. Esta ultima resistiu
melhor ao aumento de concentracdo do autoindutor, porém quando o autoindutor atingiu a
concentracdo de 1mM, ele foi capaz de reestabelecer a producdo de violaceina para as duas
moléculas testadas.

Outro experimento realizado foi o de consumo de quitina, fendtipo que, assim como a
sintese de violaceina, também é controlado por QS. As moléculas 123 e 134 ndo foram capazes
de inibir o consumo de quitina nas condi¢cdes do testadas. Para que tal consumo seja afetado
parece ser necessario que a inibicdo de violaceina seja superior a 70%, 0 que ndo ocorreu em
nenhuma das moléculas testadas.

Por fim, o experimento de RT-qPCR foi realizado para confirmar as evidéncias
apresentadas até aqui de que a inibicdo das moléculas 123 e 134 ocorreria pela interferéncia na
transcricdo do operon VioABCDE. Ambas as moléculas apresentaram inibicdo relativa de
aproximadamente 50% do gene vioA. Logo, fica evidente de que as inibi¢cbes ocorrem a nivel
transcricional. Com isso, podemos caracterizar as etanolamidas 123 e 134 como inibidores da
sintese de violaceina por um mecanismo de inibi¢cdo competitiva da interacdo do Al cognato 51

que resulta na inibicdo da expressdo de fenotipos de QS em nivel transcricional na C\V026.
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Capitulo 3

Estudo de cromenonas como possiveis inibidores de

Quorum Sensing em CV026

7



3.1. Introducéo
A cromenona 142 é um composto heterobicilico comumente encontrado na estrutura

quimica de de duas importantes subclasses de metabolitos secundarios, as flavonas, como a
representada pela estrutura 143, e isoflavonas, aqui representada pela estrutura 144. Estas
pertencem a classe dos flavonoides e sao substancias naturais normalmente extraidas de plantas.
Também sdo encontrados na natureza, com menor frequéncia, outros metabdlitos secundarios
como 145, um sistema biciclico denominado tetrahidrocronenona, ja que o heterobiciclico tem

o anel carbociclico ndo aromatico (Figura 3.1). 113115

142 143 144 145

Figura 3.1 - Estrutura da cromenona, 142, flavona,143, isoflavona, 144, e tetrahidrocromenonas, 145,113

115

Silva e colaboradores revisaram a atividade anti-inflamatoria das cromenonas.!*® Os
autores destacam que essa estrutura é frequentemente encontrada em inibidores de ciclo-
oxidases (COX), em inibidores de lipo-oxidases (LOX), em inibidores do radical livre 6xido
nitrico (*NO) e em inibidores de anti-interleucina-5, todos envolvidos em processos
inflamatorios. Exemplo disso seria a nedocromila, 146, utilizada como farmaco anti-asmatico
e anti-histaminico (Figura 3.2). %7 Contendo uma unidade molecular de cromenona, a

molécula 147 também esta comercialmente disponivel para o tratamento de asma.*8

o O O

146 147

Figura 3.2 - Estrutura dos compostos 146 e 147 utilizados, comercialmente, como anti-asmaticos.*6-18
Supuran e colaboradores estudaram os efeitos de cromenonas, flavonoides e cumarinas
frente & anidrose carbdnica que resultam em acgéo diurética, com a molécula 148 sendo citada
como um dos destaques do artigo (Figura 3.3).}° Lamb e Cushine revisaram as agfes
antibidticas, antifingicas e antivirais de diversos flavonoides.!?® Ja Cahyana e Adiyanti

revisaram a acdo dos flavonoides como agentes antidiabéticos.!
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148

Figura 3.3 - Estrutura do composto 148, molécula que teve o melhor resultado como diurético no estudo

de Supran e colaboradores.*°

Gutschow e colaboradores estudaram o efeito de algumas cromenonas como drogas de
maltiplos alvos. Esse tipo de direcionamento vem empregando compostos como inibidores de
diversos alvos de doencas neurodegenerativas. Trés moléculas se destacaram como inibidores
de alguns dos alvos desejados em concentracdo micromolares, porém a molécula 149 (Figura
3.4) foi a Unica que apresentou dupla inibicdo nas enzimas acetilcolinesterase (AChE), que
apresenta papel importante na propagacdo do impulso nervoso, e na inibicdo da monoamina
oxidase (IMAO). Por isso, 149 apresenta finalidades terapéuticas para transtornos

psiquiatricos.?

CI\\J\/\/\/O

149

Figura 3.4 - Estrutura do composto 149, Ginica molécula que apresentou dupla inibi¢do dos alvos testados

por Gutschow. 1?2

Mattson e colaboradores realizaram um estudo visando a simplificacdo estrutural de
cromenonas diméricas naturais. Algumas estruturas pesquisadas, em especial a molécula 150,
se mostraram citotoxicas contra trés tipos de células cancerigenas em concentracdo micromolar
(Figura 3.5). 123

150

Figura 3.5 - Estrutura da molécula 150, melhor resultado do trabalho de Matsson e colaboradores, sendo

citotdxico contra trés tipos de células cancerigenas.'?®

79



Cromenonas vém sendo muito estudadas devido a atividade anticancer. Kwon e
colaboradores estudaram os efeitos da molécula 151 como inibidor da topo-isomerase (figura
3.6). Esse tipo de inibidor interrompe a transcricdo e replicacdo de DNA inibindo a divisao
celular.*?* Lin e colaboradores desenharam, sintetizaram e avaliaram os efeitos de derivados de
cromenonas frente a células de carcinoma colorectal humano (HCT116) e obtiveram bons

resultados, em especial com a molécula 152.1%

(0] N
MeO N H N J
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151 152

S

Figura 3.6 - Estrutura das moléculas 151 e 152 estudadas como possiveis drogas anticancer.'?41%

As substancias derivadas de cromenonas 54 e 55 (Figura 1.12 — pégina 19) também
foram descritas como moduladores do QS de C. violaceum.®® Santos e colaboradores estudaram
as tetrahidrocromenonas extraidas dos fungos endofiticos das folhas da Paepapanthus
planifolius (Eriocaulaceae).!*® Esse tipo de fungo coloniza a parte interna do tecido das plantas
e é tido como um grande produtor de metab6licos bioativos.'?® As substancias 145 e 146 foram
extraidas e caracterizadas pelos autores (Figura 3.7). Outrossim, essas moléculas foram testadas
frente a bactérias e fungo e tiveram resultado positivo de acdo microbicida para Salmonela

setubal e Candida albicans em concentragdes micromolares.

HO,,

5 0]

153

Figura 3.7 - Estrutura das moléculas 145 e 153 estudadas por Santos e colaboradores.!'®

Paralelamente, Machado e colaboradores sintetizaram a molécula 154 e avaliaram sua
atividade moduladora de biolimunescéncia de Vibrio harveyi, fenétipo controlado por QS%’
Ela promoveu mais de 60% de inibicdo de bioluminescéncia na cepa selvagem BB120
(responsiva aos sistemas Al-1 e Al-2) e foi seletiva para a inibigéo do sistema Al-1 da cepa
mutante BB886 (responsiva apenas a Al-1) (Figura 3.8). Este resultado chamou a atengéo para

o0 potencial desse tipo de estrutura como inibidor de QS em bactérias Gram negativas.
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154

Figura 3.8 - Estrutura da molécula 154 inibidora de QS de V. harveyi estudada por Machado e
colaboradores.'?’

Sob a orientagdo de Machado, Cavalcante otimizou o processo de sintese da molécula
154 buscando a robustez na sua preparacgéo aliada ao controle da formacéo das impurezas neste
processo. A tetrahidrocromenona foi preparada com alto grau de pureza (99,9%), respeitando-
se os principios das boas praticas de fabricagdo de insumo farmacéutico ativo.?®

Ademais, também foi estudado os processos de degradacdo forcada da molécula em
ambientes acidos, basicos, térmicos e fotoquimicos. A molécula 154 ndo sofreu degradacéo em
condic@es acidas. Ela sofreu degradacdo nas outras condi¢des testadas e, infelizmente, néo foi
possivel caracterizar a estrutura quimica dos produtos de degradacéo gerados pela degradacdo
basica. As estruturas 155, 156 e 157 foram atribuidas as impurezas de degradacdo oxidativa.
Além das impurezas de degradacdo, Cavalcante chama a atencéo para a substancia 158, que é
uma substéancia intermediéria no processo de sintese de 154, bem como para a estrutura 159 que

foi atribuida a uma impureza produzida neste processo de sintese.

155 156 157 158 159

Figura 3.9 - Estrutura 155 a 157 sdo forma atribuidas a impurezas de degradacdo forcada da

tetrahidrocromenona 154, e estruturas 158 e 159 foram atribuidas a impurezas de sintese da moléculas 154,128
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3.2. Objetivos

Nesse capitulo, o objetivo geral foi testar a molécula 154 e suas impurezas (moléculas

148 a 152) no modelo de QS de CV026 e estudar 0 seu mecanismo de inibicéo.

3.2.1. Objetivos Especificos.

1) Testar a 154 e suas impurezas (moléculas 155 a 159) em ensaio de inibigdo da sintese
de violaceina em CV026 em meio liquido;

2) Realizar experimentos de ancoragem molecular afim de entender se existe interacdo
entre a estrutura de CviR e a estrutura das moléculas testadas e que apresentaram os melhores
resultados de inibicdo da sintese de violaceina em CV026;

3)

Realizar teste de competicdo pelo sitio ativo da proteina receptora CviR para as
substancias que apresentarem os melhores resultados de inibi¢do da sintese de violaceina em
CV026;

4) Testar possivel inibicdo sobre atividade quitinolitica de CV026 com as substancias
que apresentaram os melhores resultados de inibicdo da sintese de violaceina em CV026;

5) Avaliar, utilizando a técnica de RT-gPCR, se a inibicdo de violaceina ocorre em nivel

transcricional por meio da quantificacdo de expressdo do operon vioABCDE.
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3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Teste de inibicdo de sintese de violaceina em CV026.

As moléculas de 154 a 159 foram obtidas no acervo de moléculas do nosso grupo de
pesquisa e tiveram sua atividade moduladora sobre a sintese de violaceina em CV026 avaliada.
Os dados de maxima inibicdo obtidos nestes ensaios se encontram na Tabela 3.1 e no anexo
S150-S155. E possivel observar que apenas a substancia 148 apresentou percentual de inibicéo
abaixo de 50%. Com excecdo da molécula 148 com inibicdo de 35%, todas as substancias
testadas apresentaram inibicdo superior a 50%. As moléculas 156, 157, e 159 apresentaram
acOes inibitorias de 50-55% em concentracbes milimolares, 0 que aponta para sua baixa

eficiéncia como inibidores da expressdo de violaceina.

A tetrahidrocromenona 154 inibiu a sintese de violaceina em 65% a 625 uM. Este
resultado se equipara ao obtido previamente para a inibicdo da bioluminescéncia de V. harveyi.
Caba salientar que no ensaio para V. harveyi, a comparagdo entre o resultado com a cepa
selvagem e aqueles com as cepas mutantes permitiu concluir que 154 modula a expressao de
bioluminescéncia inibindo prioritariamente o circuito de QS Al-1. A analise conjunta destes
resultados é o primeiro indicio de que esta tetrahidrocromenona inibe a sintese de violaceina
pela interferéncia no mecanismo de QS, apesar de o receptor de QS em CV026 ser

citoplasmatico e o equivalente em V. harveyi ser um receptor transmembrana.

A substancia 158 é o Gltimo intermediario ndo isolado na rota de sintese de 154. E
interessante observar que ambas as substancias apresentaram a mesma porcentagem maxima
de inibicdo na mesma concentracéo testada (Figura 3.10). Durante o processo de sintese de 154,
158 passa por uma reacdo de ciclizacdo in situ por meio de catalise acida para a formacéo da
tetrahidrocromenona. 1sso suscitou a possibilidade de que o efeito modulatério observado

pudesse estar envolvido no equilibrio quimico entre essas substancias.

OH O 0
AcOH/HCI
| |
0
158 154

Figura 3.10 - Equilibrio em meio &cido entre as moléculas 154 e 158.
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Tabela 3.1 — Teste de quantificacdo de violaceina para as moléculas 154 a 159.

Molécula Inibigdo (%) Concentragio

g

Z

65 625 uM
154
o}
dﬁ\ 35 2,5 mM
o}
155
0
| 52 2,5 mM
o)
OH
156
0
50 1,25 mM
0
o 157
0O O
= 65 625 uM
158
0
N k/A 55 2,5mM
O\)
159
* *
1,20 * .20 E\Off;laceina B) 1207 % 2 ES‘%
o {» o
E 0,80+ -D‘Eﬂ‘é'f -g 0,804 'D‘SD“%
g 0,60 -u‘aug‘ é’ 0,604 -050%

Concentragdo do QS|

Concentragio do QS|
Barras de erro: +/- 1 SE

Barras de ermo: +- 1 SE

Figura 3.11 - Gréficos de inibicdo de sintese de violaceina para as moléculas: (a) 154 e (b) 158.



3.3.2. Docking Molecular

De forma a entender melhor como essas estruturas se comportam dentro do sitio de
interacdo da proteina receptora CviR, docking molecular cego foi realizado para todas as
substancias de 154 a 158 e em ambas as formas enantioméricas. O docking cego foi realizado
utilizando uma caixa que abrangeu todo o dimero da proteina, de forma a analisar por qual
regido da CviR essas moléculas teriam maior afinidade. Todas elas apresentaram-se
preferencialmente posicionadas no sitio de interagdo do autoindutor (LBD — ligant binding
domain, sigla do inglés).

A anélise comparativa dos dados apresentados na tabela permite verificar que nem todas
as interacOes feitas pelo HHL 51, e pelo inibidor 56 foram observadas para as moléculas
estudadas nesse capitulo. Ha também diferenca de energia de interacdo entre o0s
estereoisdmeros, porém esse valor ndo chega a 1 kcal/mol, valor inferior ao erro quantico e que
nos permite afirmar que esta é uma diferenca de energia ndo significativa. Vale reforcar que o
docking ndo é um bom preditor de energia, mas ¢ um bom preditor de posicionamento.'%” Por
conseguinte, analisaremos o posicionamento de cada uma das moléculas, dentro do LBD, em
comparagdo com o autoindutor 51 (Figura 3.11).

Tabela 3.2 — Energia e residuos de aminoacidos da proteina CviR que interagem com as moléculas
154 a 159. Aa informagdes para o autoindutor cognato HHL (51) e o inibidor 56 também forma apresentadas
para permitir uma melhor anélise comparativa.

Molécula E_nergia de Interagdes
interacéo
(kcal/mol)
HHL (51) Nl Tyr80, Trp84, Tyr88, Asp97, Serl155
56 -8,8 Tyr80, Trp84, Tyr88, Asp97, Serl55
(R)-154 -7.9 Trp84, Asp97, Serl55,
(S)-154 -7,9 Tyr80, Trp84, Asp97, Serl55
(R)-155 -8,3 Tyr80, Trp84, Serl55, Trplll
(S)-155 -7,6 Tyrgs, Asp97
(R)-156 -7,0 Tyr80, Trp84, Asp97, Serl55, Trplll
(S)-156 -6,5 Trp84, Asp97, Serl55, Trplil
(R)-157 -7,0 Tyr80, Trp84, Asp97, Serl55
(S)-157 -6,5 Tyr80, Trp84, Asp97, Serl55
158 -7,1 Tyr80, Trp84, Serl55, Met135
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159 -6,2 Trp84, Tyr88, Asp97

A estrutura dos enantidmeros de 154 se posicionaram de forma muito semelhante no
LBD (Figura 3.12- A e B), com a porc¢éo carboxiclica localizada na mesma regido em que se
observa a lactona do auto indutor 51. O mesmo posicionamento foi observado para ambos 0s
isbmeros da molécula 155 (Figura 3.12- C e D). Esse tipo de posicionamento ja havia sido
observado em estruturas contendo anel aromatico previamente discutidas nesta tese, como as
estruturas 123 e 121 do capitulo anterior. O que chamou a atencdo nos resultados relativos a
155, é que a carbonila do enantibmero (R)-155 estava orientada de forma invertida quando
comparam a carbonila do enantidmero (S)-155 e os enantibmeros de 157, e por isso faz

interacdes com diferentes aminoacidos.

Figura 3.12 - Sobreposicéo, dentro do LDB, da molécula 51 com a: (a) (R)-154 (b) (S)-154, (c) (R)-155
e (d) (S)-155.

As estruturas enantioméricas de 156 foram as que se posicionaram mais afastadas da
posicdo do autoindutor 51 (Figura 3.3 - A e B). Contudo, olhando-se a sobreposi¢cdo com o
inibidor 56, parece que o anel aromatico da estrutura 156 tenta se aproximar do posicionamento
do anel aromatico daquele inibidor (Figura 3.13- C). A sobreposicdo entre os isbmeros R e S,
(Figura 3.12- D), mostra que ambos 0s anéis aromaticos estdo no mesmo posicionamento. 1sso
sugere que esses enantibmeros tém preferéncia por interagir com a Tirosina 88, da mesma forma

que acontece com o inibidor 56.
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A)

C)

Figura 3.13 - Sobreposi¢do, dentro do LBD, da molécula 51 com a: (a) (R)-156 e (b) (S)-156.
Sobreposicdo, dentro do LBD, da molécula 56 com a (c) (R)-156. (d) Sobreposi¢do entre (R)-156 e (S)-156 dentro

do LBD, essa ultima aparece de forma mais transparente.

Os enantidmeros de 157 tiveram posicionamentos bem diferentes entre si (Figura 3.14
- A e B). O isbmero R se mostrou mais proximo do posicionamento do autoindutor enquanto o
isbmero S teve posicionamento semelhante ao observado para a molécula 156. Entre os
isbmeros, ha uma diferenca de apenas 0,5 kcal/mol o que sugere que ambas as posi¢es sdo
possiveis. O resultado de inibicéo para essa estrutura foi bom, com 50% de inibicéo, porém em
escala de concentragdo milimolar.

A substancia 158 é um isdmero aciclico de 154 e é possivel notar que ambas parecem
se posicionar de forma semelhante (Figura 3.12- A e B e Figura 3.14-C), com a carbonila
ocupando a mesma regido na qual se observa a carbonila da lactona do autoindutor 51,
mimetizando intera¢des importantes com o Triptofano 84. A estrutura da molécula 158 ainda
coloca a carbonila da cetona exociclica em posicionamento proximo daquele em que se
encontra posicionada a carbonila da amida no autoindutor, novamente mimetizando interagoes
importantes. A diferenca de energia entre 158 e 154 € 0,8 kcal/mol, o que ndo aponta para uma
resposta mais clara sobre qual das estruturas apresenta a forma ativa que resulta na inibicéo de
QS.

Por fim, a estrutura 159 apresenta a menor energia de interagéo. A sobreposi¢do com o
autoindutor revela que a carbonila tenta se posicionar de forma similar a carbonila da lactona
do autoindutor (Figura 3.13-D). Esse posicionamento se mostra dispar em relacdo aos outros

derivados da 154, todavia, se mostra semelhante ao posicionamento ocupado pelos derivados
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de morfolina de cadeia com até sete carbonos estudados no capitulo anterior (Figura S115 e
S116).

A)

C)

Figura 3.14 - Sobreposicéo, dentro do LDB, da molécula 51 com a: (a) (R)-157, (b) (S)-157, .
(c) 158 e (d) 159.

3.3.4. Teste de competicao pelo sitio de ligacdo da proteina CviR.

As moléculas 154 e 158 se mostraram as melhores moléculas dessa colecdo e por isso
foram escolhidas como modelo para tentar entender o mecanismo de inibigdo. O primeiro teste
realizado com elas foi 0 de competicao pelo sitio de ligacdo de CviR. O teste em si é realizado
de forma parecida com o de inibicdo de violaceina, contudo nesse experimento, a concentracdo
da molécula testada é mantida constante enquanto a concentracdo do autoindutor é aumentada.
Dessa forma, é possivel observar se a interacao entre a molécula teste e a proteina é mantida ou
se 0 autoindutor cognato 51 consegue reestabelecer a sintese de violaceina. Os graficos de
inibicdo se encontram na Figura 3.15. Na Figura 3.15-A ¢ interessante notar que a inibigéo da
sintese de violaceina promovida por 154 ¢ mantida por um intervalo de concentracdo maior de
51 (10 nM, 20 nM e 20uM), enquanto na Figura 3.15-B, que corresponde a atividade da
molécula 158, o reestabelecimento da sintese de violaceina ocorre em um padrdo dose-
dependente. Outra observacdo pertinente € que em ambos 0s casos 0 51 foi capaz de reverter a

inibicdo, o que sugere a interacdo das moléculas 154 e 158 ndo ocorre de maneira definitiva.
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Figura 3.15 - Gréficos de competicdo pelo sitio de ligacdo para as moléculas: (a) 154 e (b) 158 e o autoindutor
51 (HHL).
3.3.4. Teste de hidrolise de quitina.

Como ja comentado anteriormente, a hidrolise de quitina também ¢é um fenotipo
controlado por QS em CV026. Dessa forma, testar se as moléculas 154 e 158 modulam outro
fendtipo de QS ajudaria a entender como ocorre a inibicdo. Para tal teste, foi necessario um
controle positivo de consumo de quitina (CP — Figura 3.16-A), que foi ensaiado com CV026 na
presenca de 51; um controle negativo de consumo de quitina (CN — Figura 3.16-D), ensaiado
com CV026 unicamente; e por um controle de inibi¢do, dado pela adi¢do do inibidor de QS 56
no teste, 0 que ocasionou a inibi¢do de violaceina e impediu o consumo de quitina (Figura 3.16-
E). Por se tratar de um teste visual, ficou claro que a porcentagem de inibicdo do consumo de
quitina precisa ser alta para que se possa ver a diferenca a olho nu. Logo, as moléculas 154 e
158 nédo foram capazes de interferir visualmente no consumo de quitina visto que sua inibicéo
chega a 65% como pode ser visto na Figura 3.16-B e C respectivamente. O halo de hidrdlise de
quitina, assim como a dimensdo da col6nia bacteriana que é delimitado visualmente pela

violaceina, se manteve igual para o CP e para 0s experimentos com as moléculas 154 e 158.

E importante frisar que ndo se pode dizer que a estruturas ndo inibem o consumo de
quitina, mas que essa inibigdo ndo foi visual. Um teste em meio liquido seria melhor para, de

fato, elucidar sobre a inibig&o.
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Figura 3.16 - Ensaios de consumo de quitina: (a)Controle positivo (CP); (b) 154; (c) 158; (d)
controle negativo (CN) e (e) 56. Os arcos em azul demarcam o tamanho do poco de teste, os em verde
demarcam o halo de consumo de quitina do controle positivo e 0s em rosa demarcam o crescimento das

coldnias bacteriana onde ndo ha presenga de 51.

3.3.5. RT-gPCR

Até o momento as evidéncias apontam para uma inibicdo em nivel transcricional, ou
seja, os QSI’s testados devem induzir mudanca conformacional em CviR que ¢ parcialmente
incapaz de interagir com o DNA para ativar transcricdo. Para confirmar essa teoria, testes de
RT-gPCR foram realizados e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 3.17. As
moléculas 154 e 158 monstraram inibir a transcricao do operon vioABCDE. Quando 0s ensaios
de RT-PCR sondaram o locus vioA do transcrito a inibigdo alcangou 44% e 50% para as
moléculas 154 e 158, respectivamente. Quando testado o locus vioC a inibig&o foi calculada em
41% e 50%, respectivamente. Por conseguinte, fica claro que a inibi¢do de violaceina ocorre

em nivel transcricional.
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Figura 3.17 - Express0es relativas dos genes vioA e vioC sem QSI e nas presencas das moléculas

154 e 158, utilizando gyrB como referéncia.
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3.4. Conclusdes

Nesse capitulo foram abordados os testes bioldgicos para avaliacdo da atividade
modulatéria das moléculas 154 a 159 em QS de CVV026. A molécula 154 ja tinha sua atividade
anti-QS para V. harveyi relatada na literatura e agora foi possivel mostrar que ela também inibe
QS de CV026. Além disso, suas impurezas de degradacdo e sintese também foram testadas e
apresentam boa porcentagem de inibicdo de violaceina de 35 a 65%, porém as concentracdes
variaram muito de 2,5 mM a 625 uM, sugerindo que sua presenca em baixas concentracdes
numa amostra de 154 ndo teriam impacto significativo na atividade modulatoria de 154 neste
QS. A estrutura 158, que ¢é a forma aciclica da molécula 154, apresentou resultados muito
semelhantes aos desta ultima.

O docking molecular foi utilizado para entender como as substancias estudadas
interagem supramolecularmente com a proteina receptora CviR. O experimento de docking
cego teve como melhor resultado para todas as moléculas testadas seu posicionamento dentro
do sitio de interagdes (LDB). As interagdes dos possiveis QSI’s se mostraram também
semelhantes em grandeza de energia de interacdo (variagdo de + 1 kcal/mol) quando
comparadas a do complexo CviR:51. Estes resultados sdo mais um forte indicio de que a
interacdo de 154 e 158 com CViR é responsavel pelo efeito de inibicdo de violaceina. Segundo
0 modelo de Bassler, Hodgson e colaboradores, a interacdo de um inibidor do QS de CVV026
promove uma mudanc¢a conformacional em CviR que impede que esta proteina atue como
ativador transcricional, inibindo a expressdo do conjunto de genes sob controle de CviR em
CV026.

Uma analise mais detalhada das poses obtidas para ambos os enantidmeros de 154, em
ambos os isbmeros, bem como as obtidas para 158, permitiu verificar que suas poses no LBD
se mantiveram mais préximas do posicionamento do autoindutor 51. Talvez isso justifique o
seu melhor desempenho no teste de inibicdo. Ambos enantidmeros de 155 apresentou o anel
aromatico no mesmo posicionamento da lactona do autoindutor, fendmeno ja observado em
outras estruturas aromaticas. Os enantidmeros de 156 foram posicionados de forma mais
distante do local de posicionamento do autoindutor. As formas enantioméricas de 157 se
mostraram duais no seu posicionamento, com o enantibmero R se posicionando na regido em
gue se encontra a lactona do autoindutor, e com o enantidbmero S se posicionando na regido em
gue se encontra a cadeia alquilica do autoindutor. A substancia 159 mimetizou o
posicionamento dos derivados de morfolina discutidos no Capitulo 2.

Para os outros testes na elucidagdo do mecanismo de inibicao, apenas as moléculas 154

e 159 foram utilizadas, visto que apresentaram a maior inibicdo percentual na menor

92



concentracdo. O teste de competicdo pelo sitio de ligacdo mostrou que a 154 consegue manter
a inibicdo por um intervalo maior de concentracao de 51, quando comparado a 158. O aumento
da concentracdo do autoindutor neste experimento restabeleceu a sintese de violaceina,
sugerindo fortemente que ambas as moléculas foram deslocadas do LBD de CviR.

Para o teste de hidrolise de quitina, o resultado ndo foi o esperado. Infelizmente parece
ser necessaria uma inibicdo muito pronunciada para que se possa ver o resultado a olho nu. O
desenvolvimento de um teste de consumo de quitina em meio liquido também fica como
perspectiva desse capitulo.

Por fim, as evidéncias de que a inibi¢do de violaceina acontecem a nivel transcricional
foram confirmadas por testes de RT-gPCR. A expressao relativa do transcrito vioABCDE, dos
genes quando testado em dois loci (vioA e vioC) diminuiu em 40% a 50% para as moléculas
154 e 158.
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Capitulo 4

Estudo sobre as 2-alquenil-5-valerolactonas como
possiveis inibidores de Quorum Sensing em
CV026
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4.1. Introducéo

Lactonas sdo ésteres ciclicos de grande importancia bioldgica. Uma rapida pesquisa no
Web of Science mostrou que existem mais de 600 revisdes publicadas de 2020 a 2022 contendo
lactonas como tdpico central. Diaz-Munhoz e colaboradores publicaram uma revisdo ampla
sobre as lactonas, suas classificacdes, rotas de sinteses e atividades bioldgicas.*?® Os autores as
apresentaram como a, B, y, 6 e w-lactonas, classificacdo baseada no tamanho dos aneis,
contendo respectivamente 3, 4, 5, 6 e 7 membros (Figura 4.1). Além dessas, ha ainda as
macrolactonas com anéis contendo um nimero ainda maior de atomos no ciclo. As a-lactonas
sdo moléculas muito reativas e de rapida polimerizacdo.’®® As p-lactonas sdo também muito
reativas e servem de intermediérios sintéticos versateis.’3! As y e §-lactonas s3o as mais
abundantes devido a estabilidade estrutural. E estimado que existam mais de 3000 y-lactonas

na natureza.?%13
o 0 0 0 o
Z\o %EO do dj d/o
a-lactonas p-lactonas y-lactonas &-lactonas w-lactonas
Figura 4.1 - Estruturas gerais das a, B, v, 6 € o-lactonas.
Mazur e Maslowiec publicaram uma recente reviséo sobre as atividades antimicrobianas
das lactonas. Além disso, chamaram a atencao para as outras atividades bioldgicas creditadas a
essas estruturas como atividade  citotoxica, anti-inflamatoria, anticancer, antiviral,
antiplasmodial, anti-hipertensiva entre outras.*3
Como exemplo de B-lactona, pode-se citar a Vibralactona, 160 (Figura 4.2); uma
molécula que apresenta um ciclo de 4 membros fundido a um de 5 membros, produzida por
Boreostereum vibrans e excelente inibidor da lipase pancreatica (ICso de 0,4 pg.mL1). 134 A
Obafluorina, 161, é um metabolito da Pseudomonas fluorescens e apresenta acao
antimicrobiana.’®® Ja a Tetrahidrolipstatina, 162, é um produto natural obtido da cultura de

Streptomyces toxytricini e que é utilizado como medicamento para tratar a obesidade. %

( 0 N H
o 0 o OH U Wcl/
OH N OH o o} 0 (0]
0 O,N H : (ﬂ—
H
160 161 162

Figura 4.2 - Estrutura da Vibralactona, 160; Obafluorina, 161, e da Tetrahidrolipstatina, 162.134-136
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N-acil-homoserinalactona (AHL, sigla do inglés N-acyl homoserine lactone) séo
substancias quimicas com estrutura baseadas em y-lactona, e que sdo exploradas como
autoindutores em sistemas de QS de bactérias Gram negativas. Um exemplo é a molécula 51
responsavel pela comunicacgédo da bactéria Chromobacterium subtsugae (Figura 4.3). A cadeia
acila presente no esqueleto das moléculas AHL é responsavel pela especificidade de sinalizacdo

intra-espécie apresentada por diferentes autoindutores.>?

o)
H
O\&‘N\”/w
0

y-lactona  porgéo acila
51

Figura 4.3 - Estrutura do autoindutor cognato de C. subtsugae e representante da classe N-acil-
homoserinalactona.

Outro exemplo de y-lactonas com relevante atividade biol6gica esta associado a busca
por um tratamento para a esquistossomose, uma doenca tropical negligenciada que apresenta
apenas um medicamento comercializado desde 1980, o Praziquantel, 163.1*" Devido ao
processo evolutivo pelo qual passa o parasita, existe um receio de que esse medicamanto perca
seu efeito, por isso € importante a procura por novos compostos ativos. Tendo isso em vista,
Hoffmann e colaboradores estudaram o efeito de algumas y-lactonas contra o parasita em sua
fase jovem e adulta. As moléculas 164 e 165 foram as que tiveram as melhores ac¢des inibitérias,
com ECsp que variaram de 4,7 a 8,3 uM para a molécula 164 e variaram de 0,5 a 4,8 pM para a
molécula 165 na fase jovem e adulta respectivamente.’® Os autores também testaram se
ocorreria alguma mudanca na a¢do biolégica se 0 composto 164 fosse testado em suas formas
enantiomericamente puras R e S. O isdmero R teve sua acdo mantida enquanto para S a acédo
bioldgica foi perdida. Outrossim, os autores observaram a semelhanca dessas estruturas com as
AHL’s e as testaram frente a S. aureus e E. coli e, para tal atividade, a molécula 165 teve melhor

desempenho.

o]
H O o]
N N N
N O G e
o] @]
O
163 164 165

Figura 4.4- Estruturas das moléculas 163, 164 e 165%37:1%
As 4-lactonas também sdo encontradas em diversos produtos naturais (Figura 4.5). A

cumarina, 166, por si sO, e seus derivados tém multiplas atividades biologicas que foram
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revisadas por Catto e colaboradores. 13 A molécula 167 ¢ um metabolito secundario da Hyptis
ovalifolia, conhecida como malva-do-cerrado, e apresenta acentuada acdo antiflngica que
variou de 7,8 a 125 pg.mL™ contra quatro espécies de dermatéfitos (isolados clinicos).1*0 A
Pironetina, 168, € um composto altamente citotdxico que atua como inibidor da tubolina e afeta

a divisdo celular, por isso, é estudada como possivel droga anticancer.'#*

166 167 168

Figura 4.5- Estruturas das moléculas 166, 167 e 16813%14

Longo e colaboradores publicaram uma revisdo sobre a ocorréncia natural, atividade
bioldgica e sintese da macrolactonas com anéis de 8, 9, 10 e 11 membros.'*2 Um exemplo dessas
susbtancias € a Vermixocina A, 169, substancia isolada do Penicillium sp. cuja acéo inibitdria
afeta os receptores de ocitocina (Figura 4.6).14* Hanson e colaboradores elucidaram diversas
estruturas produzidas pela fermentacdo do fungo Cephalosporin aphidicola como a estrutura
170.144

O
HO
O
HO
(+)-penicilide (vermixocina A) (+)-cefalosporolide B
169 170

Figura 4.6- Estruturas das moléculas Vermixocina A, 169, e (+)-cefalosporolide B, 170143144

4.1.1. 2-alquenil-d-valerolactonas.

2-alquenil-o-valerolactonas sdo &-lactonas com uma ligagdo dupla no carbono a a
carbonila. Apesar do grande interesse sintético por essas estruturas, suas atividades biologicas
sdo pouco conhecidas. A ultima revisdo publicada foi em 2011 por Janecki e colaboradores
apenas cita algumas atividades biologicas, enquanto foca no leque de possiveis rotas sintéticas
para sua preparacio.4

A molécula 171, Figura 4.7, cuja estrutura se assemelha a uma estrutura esteroidal, se
mostrou eficaz contra células de carcinoma nasofaringial (KB) em concentragédo abaixo de 1

ng.mL1 248 A estrutura 172 que foi isolada da Pseudoplexaura porosa apresentou atividade
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antibidtica e se mostrou citotoxica contra células do carcinoma epiderméide humano
nasofaringial em uma concentracdo de 1 ug.mL? .**" A molécula 173 e seus derivados se
mostraram eficientes contra células de cancer de rato e dois tipos de células de leucemia
humana.}*® Os autores compararam esses resultados com os obtidos para as y-lactonas
correspondentes e notaram que o tamanho do anel ndo era importante para a atividade

citotoxica.

OH

MeO

171 172 173

Figura 4.7- Estruturas das moléculas 171 a 173.146-149
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4.2. Objetivos

Nesse capitulo o objetivo geral foi testar se as 2-alquenil-6-valerolactonas séo

moduladores de QS em CV026 e estudar o seu mecanismo de inibic&o.

2.2.1. Objetivos Especificos.

1) Testar as 2-alquenil-3-valerolactonas frente a modulacéo da sintese de violaceina em
CV026 em meio liquido;

2) Realizar experimentos de ancoragem molecular afim de entender se existe interacdo
entre os melhores inibidores e a CviR;

3) Realizar teste de competicdo pelo sitio ativo da proteina receptora CViR;

4) Testar para inibicdo de hidrolise de quitina a melhor molécula dentre as testadas para
inibicdo de violaceina;

5) Avaliar, utilizando a técnica de RT-gPCR, se a inibi¢do de violaceina ocorre em nivel

transcricional por meio da quantificacdo de expressdo do operon vioABCDE.
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4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Avaliacao de inibicéo de sintese de violaceina em CV026.

As 2-alquenil-6-valerolactonas estudadas neste capitulo faziam parte do acervo
molecular do nosso grupo de pesquisa.t®® Elas tiveram sua atividade moduladora da sintese de
violaceina em CV026 testada inicialmente.’?® Os dados de méxima inibicio de sintese de
violaceina se encontram na Tabela 4.1 e no anexo S166-S179. Vale ressaltar que, até o
momento, ndo existe na literatura a avaliacdo desse tipo de estrutura frente a QS. As estruturas
com cadeia aromatica promoveram uma maior inibicdo de sintese de violaceina e, em
concentra¢fes menores, as estruturas alifaticas conduziram a inibicdes que variaram de 35 a
52%, sendo a estrutura 176E foi a que promoveu a maior inibicdo de sintese de violaceina
(Figura 4.8-A). Ja as aromaticas apresentaram inibi¢fes entre 45 e 85%. A molécula 179E
apresentou a maior porcentagem de inibi¢éo 85% em 625 uM (Figura 4.8-B), sendo esta a maior
dentro todas testadas nesta tese. Quando a concentracao dessa molécula é reduzida pela metade,
312 uM (Figura 4.8-B), a inibigcdo de producdo de violaceina é de 70%, um valor ainda alto

considerando as inibicGes das outras estruturas testadas nesta classe de moléculas.
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Tabela 4.1. Porcentagem maxima de inibicdo para as 2-alquenil-3-valerolactonas 174 a 183.

Molécula Inibigdo (%) Concentragdo
o 174E 40 2.5mM
= 0]
174Z 40 2.5mM
O
175E 40 2.5mM
SR o)
1752 45 1.25 mM
o]
176E 52 1.25 mM
N P LN 0
176Z 42 625 uM
o]
177E 42 1.25 mM
P N NWAE N 0
1772 40 625 uM
o
ﬁ A o 178E 35 1.25 mM
O
X 0 179E 85 625 uM
0
~ 0 180E 63 1.25 mM
Cl
O
X @] 181E 60 625 uM
Br
o]
~ O 182E 56 1.25 mM
O,N
@]
<0 X 0 183E 45 1.25 mM
(@]
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Figura 4.8. Graficos de inibi¢do de sintese de violaceina para (A) 176E e (B) 179E e o autoindutor 51
(HHL).

4.3.2. Docking molecular das 2-alquenil-8-valerolactonas.
Mais uma vez, na tentativa de entender se as 2-alquenil-6-valerolactonas

estudadas neste capitulo seriam capazes de interagir com a CviR, docking molecular cego foi
realizado para todas as estruturas testadas. Todas as moléculas apresentaram-se
preferencialmente localizadas no LBD de CviR. Os seus valores de energia de interacdo e 0s
residuos de aminoacido de CviR que apresentaram as interacbes mais importantes se encontram
na Tabela 4.2. Essa tabela também contém estes mesmos dados para o autoindutor 51 e para o
inibidor 56. As interacdes entre as estruturas e os residuos de aminoacidos com até 5 angstrons

estdo no anexo (Figuras S180-S193).
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Tabela 4.2 — Energias de interacdo e intera¢cdes mais importante dos complexos formados entre a CviR e
as estruturas 168 a 177.
Interagdes Hidrofilicas

Molécula Energia de RN - Interagdes
Interagédo (Ligagdo de H) Hidrofobicas
(kcal/mol)
HHL (51) -7.0 Tyr80, Trp84, Tyr88, Asp97, -
Serl155
56 -8.8 Tyr80, Trp84, Tyr88, Asp97, Tyr88
Ser155
174E -6.2 Trp84, Asp97, Serl55 -
1747 -6.4 Trp84, Asp97, Serl55 -
175E -6.5 Tyr80, Trp84, Tyr88, Asp97, -
Serl55
1752 -6.3 Tyr80, Trp84, Tyr88, Asp97, -
Serl55
176E -7.0 Tyr80, Trp84, Serl55 -
176Z -7.4 Tyr80, Trp84, Asp97 -
177E -7.4 Tyr80, Trp84, Asp97 -
1772 -7.5 Tyr80, Trp84, Asp97 -
178E -6.5 Tyr80, Asp97, Serl55, Trplll, -
Thr140
179E -8.4 Tyr80, Tyr88, Asp97, Serl55 Trplll
180E -8.3 Tyr88, Asp97, Serl55, Trplll Tyr88
181E -8.1 Tyr88, Asp97, Serl55, Leu85**, Tyr88
Trplil
182E -8.5 Trp84, Asp97, Asn77 -
183E -8.0 Trp84, Asp97, Asn77 -

*- As interagdes com 0s aminoacidos destacados ndo sdo comuns as interagdes que o autoindutor 51 faz.

**_Interacdo de Hidrogénio ndo convencional.

Pela anédlise comparativa dos dados contidos na tabela acima foi possivel notar que as
energias de interacGes sdo0 menores para 0s compostos aromaticos. Outrossim, 0s compostos
aromaticos como 179E, 180E e 181E apresentaram interagd0 m-m com os aminoacidos
Triptofano 111 e Tirosina 88. Essa interacdo foi observada apenas para o inibidor 56 e talvez
seja a grande responsavel pelo aumento da estabilidade dos complexos CviR:lactonas
simulados. Os valores de energia de interacdo entre as moléculas alifaticas e CviR se encontram
proximas do valor de interacdo entre CviR:51. Ja os complexos entre CviR e as moléculas

contendo aromaticos apresenta valor mais préximo do encontrado para o complexo CviR:56.
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De uma forma geral, pode-se citar quatro formas de ocupacgéo espacial dentro do sitio
de interacBGes observadas para essas lactonas. Os compostos alifaticos se comportam como a
estrutura 176E na qual as carbonilas das lactonas se sobrepGem perfeitamente e as cadeia
alifaticas se acomodam de forma semelhante a do autoindutor 51 (Figura 4.9-A e Figura S180-
S188). A molécula 179E apresenta uma inversdo dentro do LBD, assim como em outras
estruturas contendo apenas o0 anel aromatico estudadas nesta tese, a saber 123 e 131. O anel
aromatico dessa estrutura ocupa a regido ocupada pela lactona do autoindutor 51 (Figura 4.9-
B). As estruturas 180 a 183, apesar de apresentaram anéis aromaticos, ndo fazem a inversédo
encontrada para a estrutura 179E. As estruturas 180E e 181E se encontram posicionadas de
forma similar dentro do bols&o de interagcdes, com a carbonila da lactona buscando o mesmo
posicionamento da carbonila da amida do autoindutor 51 (Figura 4.9-C e Figura S190-191).
Contudo, para as moléculas 182E e 183E, as carbonilas das lactonas se posicionam proximas a
carbonila da lactona do autoindutor 51 (Figura 4.9-D e Figura S192-193).

Figura 4.9. Sobreposicéo das estruturas obtidas por docking molecular do autoindutor 51 e as
moléculas (A) 176E, (B) 179E, (C) 180E e (D) 183E.
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4.3.3. Avaliagdo comparativa entre os resultados de percentual de inibi¢&o obtidos
para as 2-alquenil-8-valerolactonas e as energias de interacdo calculadas para seu
complexo com CviR

Na tentativa de correlacionar os dados de inibicdo percentual e as energias de interacdo
calculadas por docking molecular para o complexo entre as 2-alquenil-5-valerolactonas, foi
realizado um agrupamento dos dados de energia de interacdo, porcentagem de inibicéo e logP.
LogP é um valor comumente associado com a capacidade de entrada na célula bacteriana.
Valores menores que cinco, normalmente, caracterizam estruturas com facilidade de transitar
pelo envelope celular bacteriano.’®! Os valores de logP das estruturas 56, 174 a 183 se
encontram na tabela 4.3.

Além disso, para melhor entender estes dados, procurou-se na literatura uma molécula
gue pudesse transitar pelo envelope bacteriano, mas incapaz de interagir com circuito de QS
em CV026, ou seja, uma molécula com logP abaixo de 5, sem interacdo com o LBD de CviR e
sem acdo inibitdria sobre a sintese de violaceina (controle molecular negativo para interacéo
com QS de CV026). A busca por estruturas que se encaixavam nesses parametros conduziu ao
trabalho de Fallarero e Manner. Eles buscaram por compostos capazes de inibir o QS de CV026
em meio a um significativo acervo molecular que continha moléculas sintéticas e produtos
naturais, em sua maioria flavonoides. Foram necessarias mais de 50 analises de docking
molecular para encontrar a molécula controle negativo no acervo publicado por estes autores.
Por fim, a estrutura 184 apresentou todas as caracteristicas necessarias (Figura 4.10-A), com
logP de 4,6 e nenhuma interacdo na regido do LBD (Figura 4.10-B), mesmo quando essa
interacdo foi forgcada com a utilizagdo de uma caixa de ancoragem do tamanho do bolséo de
interacdes (Figura 4.10-C).
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Figura 4.10 — (A) Estrutura do controle negativo de inibi¢do; (B) Complexo, obtido pelo docking cego,
entre a CviR:184, a estrutura 184 se encontra em azul. Ja o autoindutor (51) é mostrado em amarelo para marcar
o local do bolsdo de interagdo. (C) Docking forcado utilizando uma caixa que contemplava apenas o sitio de
interagdes. Novamente, é possivel observar que a 184 ndo se encaixa no bolséo de interagdes.

De posse de todos esses dados, e para uma melhor comparacéo entre eles, resolveu-se
utilizar a porcentagem de inibicdo observada no ensaio das moléculas estudadas na
concentracdo de 625 pM. Além disso, os valores de energia de interacdo foram normalizados
utilizando a energia do inibidor 56 como referéncia de méaximo de percentual de inibi¢do. Dessa
forma, os parametros e os dados utilizados se encontram na Tabela 4.3 e estdo agrupados na
forma de um grafico de dispersdo 3D na Figura 4.11-A. As planificacbes desse grafico se
encontram no anexo Figura S194-S197. O grafico de energia relativa por inibigdo se encontra
na Figura 4.14-B e seré discutido adiante.
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Tabela 4.3 - Parametros utilizados para analise 3D das 2-alquenil-3-valerolactonas.

Molécula

56

174E

1747

175E

1757

176E

1767

177E

1772

178E

179E

180E

181E

182E

183E

184

Inibicio a 625 pM (%)

95*

10

10

15

20

42

42

30

40

18

85

55

60

35

35

*- A molécula 56 tem 95% de inibi¢do a 32 pM.

Energia Relativa

0,74
0,72

0,74

0,72

0,72
0,84
0,84
0,85

0,72

0,95

0,94

0,92

0,94

0,90

logP

1.474

1.665
1.665

2.110

2.110

3.444
3.888
4.333
4.333

2.397

2.882

3.486

3.651

2.526
2.505

4,600
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Figura 4.11 — (A) Grafico 3D da analise dos parametros das 2-alquenil-6-valerolactonas. (B) Grafico
Energia relativa contra Inibicdo das 2-alquenil-5-valerolactonas.

Pela andlise dos gréficos da Figura 4.11 é possivel notar que o logP ndo apresentou
correlacdo com os outros dois pardmetros avaliados e, por isso, ndo é um descritor relevante.
Em contrapartida, foi observada uma clara tendéncia de melhoria da porcentagem de inibigdo a
medida que se caminha para uma maior estabilidade do complexo entre as moléculas testadas
e CviR. Esse efeito foi evidenciado quando houve a troca da cadeia alifatica pela aromética. O
carater doador/retirador de elétrons dos substituintes do grupo fenila ndo parece imprimir uma
tendéncia em meio a esses dados. A lactona 179E, que ndo apresenta substituintes no grupo

fenila, foi a que apresentou melhor resultado de inibi¢do da sintese de violaceina e a maior
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estabilizacdo para o complexo com CviR, sugerindo que a presenca de substituintes nas
posicdes 3 e 4 do grupo fenila desestabilizam o complexo das lactonas com a CviR.

Esses dados reforcam a hipotese de que as 2-alquenil-6-valerolactonas promovem a
inibicdo da sintese de violaceina ao atuarem como inibidores competitivos da formacédo do
complexo CviR:autoindutor, que é o responsavel pela ativagao da transcri¢do de vioABCDE via
QS e consequente sintese de violaceina em CV026.

4.3.4. — Teste de competicdo pelo sitio de ligacdo da proteina CviR.

De forma a se validar a hipbtese de que as 2-alquenil-6-valerolactonas séo inibidores
competitivos em nivel transcricional do QS em CV026, a lactona 179E foi submetida a outros
testes tendo em vista a elucidacdo de seu mecanismo de acdo. De forma geral, a inibicdo de
sintese de violaceina pode ocorrer de duas formas: inibicdo total ou parcial da transcricdo do
operon VioABCDE, ou inibi¢cdo do funcionando de alguma das enzimas responsaveis pela
sintese de violaceina em CV026 (VioA-E). Para tal, pensou-se em um teste que mostrasse a
possibilidade de retomada da sintese de violaceina. Dessa forma, evidenciara-se que a interacao
entre o inibidor 179E e a proteina receptora CviR ocorre, mas ndo de forma irreversivel.

Assim, o teste de competicdo pelo sitio de ligacdo foi desenvolvido. Nesse experimento,
a concentracdo do inibidor foi mantida e a concentracdo do autoindutor 51 foi alterada. Os
resultados do experimento de competicdo entre 179E e 51 se encontram na Figura 4.12. Pela
analise dos dados contidos nessa figura, fica claro que a interacdo entre a molécula 179E e a
proteina foi mantida nas concentragdes de 10 nM, 20 nM e 200 uM do autoindutor 51. O
reestabelecimento da sintese de violaceina s6 ocorreu quando a concentracéo de 51 (200 uM)
se aproximou da concentracdo do inibidor 179E. Esse resultado aponta para uma inibigéo

reverssivel dada pela competicao para ligacdo ao LDB de CviR.
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Figura 4.12 — Ensaio de competicdo entre 179E e autoindutor 51 (HHL).

4.3.5. - Teste de hidrolise de quitina em CV026.

Outro experimento realizado foi o teste de consumo de quitina, um outro fendtipo
controlado por QS em CV026.5% O experimento foi realizado com base em trés condicdes de
teste para controle dos resultados: um controle negativo de consumo de quitina (CN — Figura
4.12-A), que foi produzido pelo crescimento de CV026 sem acréscimo do autoindutor 51; um
controle positivo de consumo de quitina (CP — Figura 4.12-B), que foi produzido pelo
crescimento de CV026 na presenca de 51; e por um controle de inibicéo, dado pelo crescimento
de CV026 na presenca do inibidor 56 que ocasionou a inibicdo de violaceina e impediu a
hidrdlise de quitina (Figura 4.13-C). A Figura 4.13-D mostra o resultado para a avaliacdo da 2-
alquenil-3-valerolactona 179E, e sua presenca no meio de teste resulta em diminuicdo da sintese
de violaceina e diminui¢do do halo de hidrélise de quitina. Essa molécula foi a Unica dentre as
testadas neste trabalho de doutorado que foi capaz de mostrar um efeito visual da inibicdo de
hidrolise de quitina. A hipotese lancada seria de que para ocorrer uma mudanca visual, a
porcentagem de inibi¢do deveria ser superior a 75%. Diante desses resultados, 0s experimentos
endosam que 179E inibe QS em CV026 afetando a acdo de seu regulador principal (CviR),
levando a inibicdo de fenotipos diferentes sob controle de CviR: sintese de violoceina e

hidrolise de quitina.
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Figura 4.13 — Experimento de consumo de quitina: (A) controle negativo (CN); (B) controle positivo
(CP); (C) inibidor 56 e (D) 179E. Os arcos em verde demarcam o tamanho do poco de teste, os em azul claro
demarcam o halo de consumo de quitina do controle positivo.

4.3.6. Ensaios de RT-gPCR para analise de expressao do operon vVioABCDE.

Tendo em vista a se confirmar o mecanismo de inibicdo da sintese de violaceina
promovida pela lactona 179E, foi avaliado o efeito dessa substancia na expressédo do operon
ViOABCDE, por meio da quantificacdo do transcrito vioABCDE sondando dois loci (vioA e
vioC) em experimentos de RT-gPCR (Figura 4.14). A redugdo da expressdo do operon
VioABCDE foi calculada em 68% e 80% quando sondado os loci vioA e vioC. Logo, fica claro
gue o mecanismo de inibicdo da molécula 179E se da pela inibicdo transcricional do operon
VioABCDE. Por fim, considerando os resultados de ancoragem molecular, pode-se estender esse
entendimento para as outras 2-alquenil-3-valerolactonas estudadas nesse capitulo, ou seja, elas
possivelmente inibem QS de CVV026 em nivel transcricional em virtude da interacdo com CviR.
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Figura 4.14 — Gréfico de expressdo relativa de vioABCDE em ensaios de RT-PCR verificada por
sondagem dos loci vioA e vioC na auséncia (controle) ou presenca da molécula 179E.
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4.4. Conclusoes

Nesse capitulo foram abordados os testes bioldgicos para comprovacdo da atividade
inibitoria sobre QS de CVV026 das moléculas 174 a 183. As porcentagens de inibi¢do variaram
de 35 a 85% (Tabela 4.1). Foi possivel notar que as moléculas contendo grupo arila renderam
valores de inibicdo superiores aos das moléculas que apresentam cadeia alifatica. Para efeitos
de comparacéo, os valores de inibicdo a 625 uM foram apresentados na Tabela 4.3, na qual
pode-se observar que apenas as moléculas aromaticas sem substituinte e com halogénios
conseguiram manter porcentagens de inibi¢do acima de 50%.

Na busca pelo entendimento do mecanismo de inibig&o, as moléculas foram submetidas
a calculos de docking molecular cego utilizando toda a extensdo da CviR como espaco de busca.
Em todos os experimentos, as moléculas apresentam o posicionamento dentro do sitio de
interacdes como o posicionamento de menor energia, ou seja, maior interacdo. De forma geral,
busca-se por valores de energia de docking e interacfes com os residuos de aminoacidos de
CviR parecidas com a do inibidor 56, pois essas interacfes produzem uma conformacéo que
impede que CviR se ligue ao DNA e atue como ativador transcricional. Apesar do docking
molecular ndo ser um bom preditor de valores de energia, a molécula 179E foi aquela que mais
se aproximou nesses pardmetros do inibidor 56. Essa molécula apresentou inversdo de
posicionamento dentro do sitio de interacdes, porém mantendo as intera¢fes importantes. De
forma geral, as moléculas com cadeia alifaticas se posicionam de maneira parecida ao do
autoindutor 51 (Figura 4.9-A). Ja dentre as aromaticas, a carbonila da lactona ou se
posicionaram com a carbonila da amida (Figura 4.9-C) ou se posicionam com a carbonila da
lactona do autoindutor (Figura 4.9-D).

Para fins de comparacdo, foi feita uma analise em trés dimensbes dos parametros
porcentagem de inibicdo a 625 uM, energia de docking relativa e logP (Figura 4.11). Essa
analise corrobora para o melhor resultado das moléculas aromaticas, mesmo em concentracées
menores. Considerando apenas energia relativa e porcentagem de inibicao, ficou clara a ordem
de aperfeicoamento das estruturas: alifaticas de cadeia curta, alifaticas de cadeia mais longa,
aromaticos com grupos puramente retiradores ou doadores, aromaticos com grupos retiradores
de densidade e doadores por ressonancia, e por fim, aromatico sem substituinte.

Retomando a busca pelo mecanismo de acdo, a molécula 179E foi submetida a novos
testes. O teste de competicdo pelo sitio de ligacdo mostrou que 179E consegue manter a inibicdo
quando a concentracdo do autoindutor varia de 10 nM a 200 uM, contudo, o autoindutor foi
capaz de restabelecer a interagcdo com a proteina e a sintese de violaceina foi restaurada quando

sua concentracdo estava na mesma ordem de grandeza da concentragéo do inibidor.
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No teste de hidrdlise de quitina, a molécula 179E foi capaz de reduzir o halo de consumo
de quitina, assim como diminuir a producdo de violaceina pela coldnia. Essa foi a Unica
molécula, dentre todas as testadas nessa tese, que foi capaz de produzir esse efeito visual no
consumo de quitina. A hipotese € de que para produzir tal efeito visual é necessario que a
molécula teste apresente inibicdo de violaceina superior a 75% e a molécula 179E possui tal
caracteristica.

Por fim, as evidéncias de que a inibicdo de violaceina acontece em nivel transcricional
foram confirmadas em ensaios de RT-gPCR. A expressdo relativa do operon vioABCDE foi
reduzida de 68% (loci sondado vioA) a 80% (loci sondado vioC). Em concluséo, essa classe de
moléculas se mostra promissora para aperfeicoamento de inibidores de QS em bactérias Gram

negativas e para teste em bactérias com maior interesse farmacéutico.
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Conclusdes gerais

Esta tese teve como objetivos principal desenvolver uma metodologia para avaliar a
capacidade de algumas classes quimicas em modular a expressao de fendtipos de QS em
CV026, uma cepa modelo para tal fenémeno.

Para tal, foi necessario desenvolver e validar um experimento de averiguacdo dos
fendtipos estudados, sintese de violaceina e hidrolise de quitina. O capitulo entdo traz o
arcabouco teorico e experimental do modelo a ser estudado. Inicialmente foi necessario
sintetizar um inibidor conhecido e validado pela literatura, a molécula 56 foi escolhia como
esse inibidor. Sua sintese aconteceu como reportado na literatura com um rendimento em trés
etapas de 51%. A avaliacdo bioldgica comeca pela busca por um experimento de quantificacdo
de sintese de violaceina que fosse de facil execucéo e que seu resultado fosse visualizado apds
24 horas de incubacdo. Apds esse periodo a violaceina é extraida com DMSO e quantificada.
Vale a pena ressaltar que nesse experimento ndo foi aceito nenhuma reducéo do crescimento
bacteriano de forma a aumentar a robustez do mesmo. A molécula 56 apresenta inibicdo
relatada de 1,2 uM (ICso) € em nossa metodologia apresentou uma inibigdo 95% a 32 uM, o
que foi considerado dentro do esperado. Tendo em vista observar a restauracdo da sintese de
violaceina a concentracdo da molécula 56 foi 32 uM e a concentracdo do autoindutor cognato
51 (HHL) foi explorada nas concentragcfes de 10 nM, 20 nM, 20 uM, 200 uM e 1 mM. Mesmo
com o aumento de 10° vezes a inibicéo de violaceina foi mantida em 50%, o que mostra a forca
da interacdo do inibidor com a proteina receptora CviR (Figura 1.16). Outro fenotipo estudado
foi a hidrolise de quitina, também controlado por QS. Apds alguns ajustes, foi observado que a
molécula 56 é capaz de inibir a hidrolise de quitina (Figura 1.18). Por fim, foi realizado a analise
da expressao do operon vioABCDE sondando em dois loci vioA e vioC por RT-qPCR. A figura
1.19 traz os resultados e mostra que ha a reducdo de 68 e 70% dos genes VioA e vioC
respectivamente.

Com a metodologia de avaliacdo bioldgica ajustada, passou-se a analise da primeira
classe quimica estudada por essa tese. O estudo acompanha a avaliacdo bioldgica de duas
simplificacGes estruturais do autoindutor cognato. O autoindutor apresenta um arranjo em que
se tem uma distancia de quatro &tomos entre a carbonila da amida e um oxigénio e a analise do
complexo CviR:51 mostra que essa estrutura é responsavel pelo ancoramento da molécula na
proteina receptora. Por isso, as simplificacfes estruturais escolhidas mantiveram essa distancia

entre carbonila e oxigénio na tentativa de manter as interagGes necessarias dentro da CviR. As
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N-(2-hidroxietil)amidas foram escolhidas por sua estrutura apresentar maior grau de liberdade
em sua movimentacdo e sua sintese ser simples, ja as morfolinamidas foram escolhidas por
apresentarem uma restricdo conformacional um pouco maior, porém sua sintese também é de
facil execucdo. As N-(2-hidroxietil)amidas ja haviam sido sintetizadas em meu mestrado e as
morfolinamidas foram sintetizadas com rendimentos que variam de bons a 6timos vide tabela
2.1. as N-(2-hidroxietil)amidas e as morfolinamidas inibiram em até 60% a producdo de
violaceina em uma concentracdo de 1,25 mM e 2,5 mM respectivamente (Tabela 2.3). Dentre
todas a molécula 123 foi a que apresentou a maior inibicdo na menor concentracao testada, 50%
em 500 puM. De forma a entender se essas moléculas podiam interagir com a CvViR,
experimentos de docking molecular foram realizados. Estes se deram de forma cega o que
consiste em procurar a melhor pose de interacao entre a CviR e a molécula utilizando toda a
extensdo da proteina. Todas as estruturas estudadas nesse capitulo apresentaram como melhor
pose de interacdo aquela dentro do bolséo de interacdo do autoindutor com energias
semelhantes (Tabela 2.4). A tabela 2.4 traz as interacGes entre as moléculas estudadas e a CviR
e é possivel observar que de forma geral as interacdes sdo mantidas mesmo com a simplificacédo
da estrutura. As estruturas alifaticas se posicionam como o autoindutor (Figura 2.13 A e C), ja
as aromaticas se posicionam de forma contraria ao autoindutor (Figura 2.14 A e C). Apesar
dessa diferenca é necessario ressaltar que as interagcGes com a proteina sdo mantidas o que abre
caminho para uma outra pose de inibi¢do. A simplificacdo do inibidor 56 também foi realizada.
A molécula 134 teve 54% de rendimento e a 135 deve 86%. Contudo, a simplificacao estrutural
reduziu em muito o poder de inibicdo. As inibi¢cGes foram de 50% a 625 uM e 1,25 mM para
as moléculas 134 e 135 (Figura 2.15), valores muito maiores que 0s encontrados para a
molécula 56 (95% a 32,5 uM). Nos experimentos de docking molecular a estrutura 134 se
composta como o autoindutor (Figura 2.16A), ja a estrutura 135 se apresenta invertida dentro
do sitio de interacdes (Figura 2.15A). Foi realizada a prospec¢do de novas moléculas inspiradas
pelos resultados obtidos até o momento, das trés idealizadas duas tiveram a sua sintese
realizada. Infelizmente, apesar dos bons resultados obtidos nos experimentos de docking, a
inibicdo da sintese de violaceina foi menor que para as moléculas de origem. As moléculas 123
e 134 foram submetidas ao experimento de competicdo pela proteina CviR, nos dois casos 0
autoindutor é capaz de reestabelecer a sintese de violaceina com uma concentragdo de 200 pM.
O teste de hidrolise de quitina ndo apresentou inibicdo visual. Entretanto, o experimento de RT-
gPCR mostrou que a inibicdo se da em nivel transcricional com redugéo da expressdo de vioA

em 50% para as duas estruturas testadas.
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O capitulo 3 aborda a avaliacdo bioldgica da cromenonas 154 e de suas impurezas 155
a 159. A estrutura 154 ja havia se mostrado inibidora de QS em V. harveyi e sua avaliagdo em
CV026 foi realizada. A molécula 154 e 158 apresentaram resultados iguais de inibicdo na
mesma concentracao de teste, 65% a 625 uM (Tabela 3.1). Porém no teste de competicao pela
CviR, a molécula 158 manteve a inibicdo proxima dos 50% nas concentragdes de 10 nM, 20
nM e 20 uM do autoindutor 51, j& a molécula 154 manteve apenas nas concentragcdes de 10
nM e 20 nM. Novamente o teste de hiddolise de quitina ndo apresentou resultados visiveis. Os
ensaios de RT-gPCR sondaram o locus vioA do transcrito a inibicéo alcancou 44% e 50% para
as moléculas 154 e 158, respectivamente. Quando testado o locus vioC a inibicéo foi calculada
em 41% e 50%, respectivamente. Por conseguinte, fica claro que a inibicéo de violaceina ocorre
em nivel transcricional.

Algumas 2-alquenil-3-valerolactonas tiveram a sua avaliacdo bioldgica frente a QS de
CV026 detalhada no capitulo 4. A estrutura 179E apresentou a maior inibicdo de sintese de
violaceina de toda a tese, 85% a 625uM. No experimento de docking molecular as lactonas
alifaticas de comportam de forma similar ao autoindutor (Figura4.9-A), ja as aromaticas variam
um pouco. A estrutura 179E se mostra de forma invertida dentro do sitio de interaces; ja a
estrutura 180E apresenta sua carbonila proxima da carbonila da amida do autoindutor; e a
estrutura 183E apresenta a sua carbonila proxima a carbonila da lactona do autoindutor. Apesar
das variagdes, as interacbes com os residuos de aminoacidos sdo mantidas. O teste de
competicdo pela CviR se mostrou dose dependente (Figura 4.12) com o reestabelecimento da
sintese de violaceina com concentracdes do autoindutor préoximas a 1 mM. A molécula 179E
mostrou inibigdo da hidrolise de quitina (Figura 4.13) 0 que mostrou que para que ocorra a
visualizacdo do efeito de inibicdo de hidrolise de quitina é necessaria uma reducao expressiva
da sintese de violaceina. A reducdo da expressdo do operon vioABCDE foi calculada em 68%
e 80% quando sondado os loci vioA e vioC. Logo, fica claro que o mecanismo de inibicdo da
molécula 179E se da pela inibicdo transcricional do operon vioABCDE.

Por fim, fica claro que essa tese teve seus objetivos atingidos, com o desenvolvimento
de um experimento de avaliacdo biologica dos fenotipos controlados por QS da CV026. Esse
experimento foi validado e utilizado para avaliar trés classes quimicas quanto a esse tipo de

inibic&o.
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Parte Experimental

l. Métodos e equipamentos utilizados

Os solventes obtidos a partir de fontes comerciais foram tratados, antes de serem
utilizados, de acordo com procedimentos previamente descritos na literatura. O diclorometano
(CH2Cly) e a trietilamina (EtsN) foram ambos tratados utilizando hidreto de calcio e destilados
previamente. O DMF anidro foi adquirido da Sigma-Aldrich em frasco do tipo sure-seal.

As analises de cromatografia em camada delgada foram realizadas utilizando
cromatoplacas em aluminio revestidas em silica gel 60 F 254 (Aldrich®) com filme de 0.2 mm
de espessura. As placas cromatograficas com indicador de fluorescéncia contendo as amostras
foram inicialmente reveladas utilizando uma lampada UV e posteriormente, embebidas em
solugdo etanolica de acido fosfomolibidico 5% e aquecidas.

As purificagdes por cromatografia de adsor¢do foram realizadas utilizando silica
gel comum (70-230 mesh). Os eluentes empregados foram acetato de etila e hexano e as
concentracdes das solucdes eluentes estdo descritas nos procedimentos experimentais a
sequir.

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear foram realizados nos seguintes
aparelhos: Varian Mercury Plus (300 MHz para *H e 75 MHz para **C) 7,04 T e Bruker
Ascend (600 MHz para *H 150 e MHz para *C) 14,1 T. Os deslocamentos quimicos (&)
foram expressos em partes por milhdo (ppm). As constantes de acoplamento estdo
expressas em Hertz (Hz). As amostras analisadas foram dissolvidas em cloroférmio
deuterado (CDCls). Para os espectros de RMN de H foi utilizado como referéncia interna
o tetrametilsilano TMS (0,0 ppm) e para os espectros de RMN de *C, o cloroférmio
deuterado (77,00 ppm) ou 0 DMSO deuterado (40,45 ppm). Os espectros foram
processados no programa MestreNova 6.0.

Os experimentos de espectrometria de massas El foram obtidos em aparelho de

cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (GCMS), utilizando
cromatografo Shimadzu 7890 A, com coluna capilar 5%-fenil-95%-metilsiloxano (HP5,
30 mm x 0,32 mm x 0,25 um) e hélio como gas carreador (1,0 pum/min). A temperatura
do forno foi programada de 100 a 200 °C, a uma taxa de aquecimento de 3 °C/min. Um
miligrama de amostra foi dissolvido em 1,5 mL de diclorometano ou acetato de etila e
1,0 uL da solugao foi injetada no modo com divisdao de fluxo (1:50). Os dados foram
analisados usando o software GCMSsolution.

Os testes de inibicdo da sintese de violaceina em CV026 foram realizados na
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Faculdade de Ceilandia (FCE-UnB) no laboratorio do Prof°. Alex Leite Pereira. Todos 0s
recipientes e solventes utilizados nos testes bioldgicos foram autoclavados a 121 °C por
vinte minutos, seguindo o padréo de autoclavagem do laboratorio.
A cepa CV026 foi doada pela Prof.2 Dr.2 Lidia Maria Pepe de Moraes do Instituto
de Biologia-1B-UnB. Ela é um dublo mutante da Chromobacterium sutbtsugae
ATCC31532 na qual os genes da proteina responsavel por sintetizar o autoindutor, C6-
AHL, cvil, e os genes da vioS foram deletados.
As andlises estatisticas foram realizadas no software SPSS20.0. As médias foram
comparadas utilizando o teste T independente, levando em consideragéo o teste de Levene. Os

resultados com P < 0.05 foram considerados estatisticamente significantes.

1. Procedimentos e dados espectroscopicos

Procedimento Empregado Para a Sintese do inibidor 46.

Em um baldo de 100 mL flambado, para a retirada de residuos de umidade, foram
adicionados 1,8 g de p-clorofenol (14 mmol), 47, e 3,8 g de carbonato de potassio (28 mmol).
A atmosfera foi trocada por N2 e entdo foram adicionados 2,0 mL de 4-bromobutanoato de etila
(14 mmol), 48, e 40 mL de DMF seco. O baldo foi fechado com condensador de refluxo
conectado a tubo de cloreto de célcio e a reacdo entdo foi submetida ao aquecido de 140°C por
4 horas. Depois de resfriada, a reacao foi diluida com 100 mL de agua destilada e extraida com
4 x 30 mL de hexano. A fase orgéanica foi seca com NaxSOs e 0 solvente foi removido em
evaporador rotatorio, resultando em 3,38 g (14 mmol, rendimento quantitativo) de um dleo
caracterizado como o éster 49. Duas gramas do produto formado foram saponificados com 34
mL de uma solucdo de Metanol e 1M NaOH (1:1 v/v), sob agitacdo por 18 horas a temperatura
ambiente. Na sequéncia, a reacdo foi acidificada até pH 1 e o sélido branco foi filtrado em funil
de Buchner, rendendo 1,72 g (8 mmol, 86% de rendimento) de um solido caracterizado como
0 4cido 50.

2,3 mol &cido juntamente com o 2,3 mmol 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) foram adicionados a um bal&o de 50 mL, flambado, para troca de atmosfera e adicdo de
20 mL de diclorometano seco, deixado sob agitacdo por 5 minutos a 0°C. A essa mistura foram
adicionados a 2,3 mmol da lactona, 51, e 1,3 mL de EtsN (9,3 mmol). A reacéo foi deixada sob
agitacdo por 1 hora a 0°C e mais 18 horas a temperatura ambiente. A reacdo entéo foi lavada
com 5x20 mL de HCI (1M), 5x20 mL de uma solucéo saturada de NaHCO3, a fase orgénica foi
seca com NaxSO4 e 0 solvente foi removido em evaporador rotatorio. A purificagéo foi feita

por cromatografia em coluna de silica gel (Diclorometano 4 : lacetado de etila). As fragdes
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foram reunidas e rotaevaporadas. Em seguida, o material foi submetido a bomba de alto-vacuo
para retirada de qualquer solvente residual, rendendo 410 mg (1,3 mmol, 61% de rendimento)
de um solido caracterizado como a lactona 46.

4-(4clorofenoxi)butanoato de etila (49)

Rendimento: quantitativo

/©,O\/\)Lo/\
cl Aparéncia: 6leo amarelado.

IH RMN (600 MHz, CDCls, 25°C) § 7,25 — 7,18 (m, 2H); 6,82 — 6,72 (m , 2H); 4,1 (q, J =
7.2 Hz, 2H); 3,9 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 2,5 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 2,1 (qt, J = 7,3 Hz, 2H); 1,25 (t,
J=7,2 Hz, 3H).

13C RMN (151 MHz, CDCl3, 25°C) § 173,1; 157,4; 129,2; 125,5; 115,5; 67,0; 60,4; 30,7;
24.5; 14,1.

EM (70 eV) m/Z: 156(100)

IR (ATR) cm: 1728; 1492; 1273; 1248; 1180, 1170; 668.

Acido 4-(4clorofenoxi)butandico (50)

Rendimento: 86%

cl Aparéncia: solido branco

'H RMN (600 MHz, CDCls, 25°C) 6 7,26 -7,2 (m, 2H), 6,85 — 6,81 (m, 2H); 4,0 (t, J=6,1
Hz, 2H); 2,60 (qt, J = 6,5 Hz, 2H), 2,1 (qt, J = 6,2 Hz, 2H),

13C RMN (151 MHz, CDCls, 25°C)  178,9; 157,3; 129,3; 125,7; 115,7; 66,8; 30,4; 24,3.
EM (70 eV) m/Z: 156(100).

(S)-4-(4-clorofenoxi)-N-(2-oxotetrahidrofuran-3-il)butanamida (46)

Rendimento: 61%

Aparéncia: solido branco

IH RMN (600 MHz, CDCls, 25°C) § 7,24 — 7,20 (m, 2H), 6,84 — 6,79 (m, 2H), 6,23 (d, J
= 5,4 Hz, 1H), 4,56 (ddd, J = 11,6; 8,6: 6,1 Hz, 1H), 4,48 — 4,44 (m, 1H), 4,28 (ddd, J =
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11,2;9,3; 5,9 Hz, 1H), 3,98 (td, J =6,1; 1,5 Hz, 2H), 2,84 — 2,77 (m, 1H), 2,47 (dd, J = 10,8;
4,1 Hz, 2H), 2.13 (ddd, J = 13,3; 7,2; 6,2 Hz, 3H).

13C RMN (151 MHz, CDCls, 25°C) § 175,4; 172,9; 157,3; 129,3; 125,7; 115,7; 67,0; 66,0;
49,2; 32,3; 30,4; 24,8.

EM (70 eV) m/Z: 170(100).

IR (ATR) cm: 3291, 1767, 1643, 1540, 1493, 1243, 1189, 660.

Procedimento Empregado Para a Sintese de N(2-hidroxietil)hexanamida;

Em um frasco reacional (do tipo schlenck) sob atmosfera inerte (N2), foram adicionados
barra de agitacdo magnética, 300 mg de acido hexandico (3,00 mmol) a 0,5 mL de etanolamina
(8 mmol) e uma fragdo de malha de Nafion® com aproximadamente 0,5 mm?. O frasco foi
fechado e a mistura reacional foi aquecida a 190°C por 18h.%> O Nafion® foi separado da
mistura reacional e foi, entdo, diluida em 20 mL de acetato de etila e lavada sucessivamente
com porgdes de 10 mL de HCI 5% até que ndo houvesse etanolamina na fase organica,
verificado por CCD. A fase orgéanica foi seca com Na.SO4 e o solvente foi removido em
evaporador rotatério. A purificacdo foi feita por cromatografia em coluna de silica gel (AcOEt
‘Hexano 80:20). As fragOes foram reunidas e rotaevaporadas. Em seguida, o material foi
submetido a alto-vacuo para retirada de qualquer solvente residual, alcancando rendimento de
50%.

N-(2-hidroxietil)hexanamida (115)

Rendimento: 50%
0]

PN NN

H Aparéncia: 6leo amarelado.

IH RMN (600 MHz, CDCls, 25°C) § 3,70 (t, J = 5,2 Hz, 2H); 3,40 (g, J = 5.5 Hz, 2H);
2,20 (t,J=7,5Hz, 2H); 1,60 (qt, J = 7,5 Hz, 2H); 1,38 -1,21 (m, 4H); 0,90 (t, J = 7,5 Hz,
3H).

13C RMN (151 MHz, CDCls, 25°C) & 174,6; 62,6; 42.,4; 36,6; 31,4; 25,4; 22.4; 13.9.

EM (70 eV) m/Z: 128(M), 43(100).

(ATR) cml: 3296, 2919, 1643, 1559, 1057.

Procedimento empregado para a sintese dos derivados de morfolina.

Em um frasco reacional (do tipo Schlenck), sob atmosfera inerte (N2), foram
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adicionados barra para agitacdo magnética, 3 mmol de acido carboxilico ou de benzoato
de metila, 11 mmol de morfolina e uma fracdo de malha de Nafion® com
aproximadamente 0,5 mm?2. O frasco foi fechado e a mistura reacional permaneceu em
agitacio sob refluxo por 18 horas.®® O Nafion® foi separado da mistura reacional que foi,
entdo, diluida com 20 mL de acetato de etila e lavada sucessivamente com porcdes de 10
mL de HCI 5% até que ndo houvesse morfolina na fase orgéanica, verificado por CCD. A
fase orgénica foi seca com Na>SO4 e 0 solvente foi removido em evaporador rotatorio. A
purificacdo foi feita por cromatografia em coluna de silica gel (AcOEt :Hexano 80:20).
As fragOes foram reunidas e rotaevaporadas. Em seguida, o material foi submetido a alto-
vacuo para retirada de qualquer solvente residual, alcancando rendimentos que variam de
30- 80%.

1-morfolinahexan-1-ona (116)

Rendimento: 69%
0

/\/\)LN/\

0]

Aparéncia: 6leo amarelado.

'H RMN (600 MHz, DMSO, 25°C):5 3,60 — 3,49 (m, 4H); 3,43 — 3,40 (m, 4H);
2,27 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,53 (qt, J = 7,5 Hz, 2H); 1,36 — 1,18 (m, 4H); 0,86 (t, J = 7,0
Hz, 3H).

IH RMN (600 MHz, DMSO, 60°C): & 3,54 (s, 4H); 3,47 — 3,40 (m, 4H); 2,27 (t,
J=7,5Hz 2H); 1,53 (qt, J = 7,5 Hz, 2H); 1,35 - 1,20 (m, 4H); 0,86 (t, J = 7,0 Hz, 3H).

'H NMR (600 MHz, CDCls) 8 3,6 (t, J = 5,5 Hz, 4H); 3,6 (t, J = 5,6 Hz, 2H);
3,4 (t,J=5,6Hz 2H); 2,3 (t, J=7,6, 2H); 1,6 (qt, J = 7,6 Hz, 2H); 1,4 — 1,2 (m, 4H);
0.90 (t, J = 8,4 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) 8 171,9; 66,9; 66,7; 46,1; 41,8; 33,1; 31,6; 24,9;
22,4; 13,9.

EM (70 eV) m/Z: 185(M), 125(100)

IR (ATR) cm: 2975, 2830, 1641, 1457, 1115.
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1-morfolinaheptan-1-ona (126)

0o Rendimento: 60%

o) Aparéncia: 6leo amarelado.

'H RMN (600 MHz, DMSO, 25°C) §: 3,70 — 3,50 (m, 4H); 3,47 — 3,38 (m, 4H);
2,30 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 1,48 (qt, J = 7,4 Hz, 2H); 1,40 — 1,20 (m, 6H); 0,90 (t, J = 6.7
Hz, 3H).

13C RMN (151 MHz, DMSO, 25°C) § 171,3; 66,6; 45,9; 41,9; 41,8; 32,5; 31,6;
29,0; 25,1; 22,5; 14,4.

'H RMN (600 MHz, DMSO, 60°C) 6 3,57 — 3,50 (m, 4H); 3,40 — 3,30 (m, 4H);
2,30 (t, J = 7.5 Hz, 2H); 1,50 — 1,40 (m, 2H); 1,30 — 1,20 (m, 6H); 0,90 (t, J = 6.9 Hz,
3H).

EM (70 eV) m/Z: 199(M), 129(100).

IR (ATR) cm: 2955, 2895, 2855, 1643, 1457, 1430, 1115.

1-morfolinanonan-1-ona (119)

Rendimento: 50%

\/\/\/\)LN

@ Aparéncia: 6leo amarelado.

1H RMN (600 MHz, DMSO, 25°C): & 3,7 (m, 4H); 3,42 (m, 4H); 2.27 (t, J =7,5
Hz, 2H); 1,55 — 1,42 (m, 2H); 1,33 — 1,22 (m, 10H): 0,86 (t, J = 6,9 Hz, 3H).

13C RMN (151 MHz, DMSO, 25°C): § 171,8; 67,1; 67,1; 46,4; 42,3; 32,9; 32.,2;
29,8 29,7; 29,6; 25,6; 23,0; 14,9.

1H RMN (600 MHz, DMSO, 60°C): & 3,60 (s, 4H); 3,50 — 3,40 (m, 4H); 2,03
(t, J = 7.4 Hz, 2H); 1,6 — 1,40 (m, 2H): 1,30 — 1,22 (m, 10H); 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 3H).

EM (70 eV) m/Z: 227(M), 129(100).

IR (ATR) cm™: 2923, 2853, 1646, 1455, 1430, 1115.
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1-morfolinadecan-1-ona (127)

Rendimento: 56%
o}

/\/\/\/\/U\

N A2
(o Aparéncia: 6leo amarelado.

IH RMN (600 MHz, DMSO, 25°C ): § 3,70 (m, 4H); 3,57 — 3,49 (m, 4H); 3,45
~3,35 (m, 4H); 2,27 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,55 — 1,39 (m, 2H): 1,33 — 1,19 (m, 12H); 0,86
(t, J = 6.9 Hz, 3H).

13C RMN (151 MHz, DMSO, 25°C): & 171,3; 66,7; 45,9; 41,8; 32,5; 31,7; 29,5;
29,3(6); 29,3(6); 29,1; 25,2; 14,4.

1H RMN (600 MHz, DMSO, 60°C): & 3,57 — 3,50 (m, 4H); 3,40 (t, J = 5,0, 4H);
2,27 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,55 — 1,39 (m, 2H); 1,33 — 1,19 (m, 12H); 0,86 (t, J = 6.9 Hz,
3H).

EM (70 eV) m/Z: 241(M), 129(100).

IR (ATR) cm: 2955, 2923, 2853, 1647, 1457, 1429, 1115.

1-morfolinadodecan-1-ona (128)

Rendimento: 70%
(o]

/\/\/\/\/QL
7

L_o Aparéncia: 6leo amarelado.

1H RMN (600 MHz, DMSO, 25°C ): 6 3,50 — 3,47(m, 4H); 3,40 (s, 4H); 2,20 (t,
J=7,5Hz, 2H); 1,50 — 1,40 (m, 2H); 1,30 — 1,20 (m, 16H); 0,90 (t, J = 6,9 Hz, 3H).

13C RMN (151 MHz, DMSO, 25°C): & 171,7; 67,1; 46,3; 42,3; 32,9; 32,2;
29,9(4); 29,9(2); 29,8; 29,7; 29,6(3); 25,6; 23,0; 14,9.

1H RMN (600 MHz, DMSO, 60°C): 6 3,60 — 3,50 (m, 4H); 3,48 — 3,36 (m,
4H); 2,26 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 1,60 — 1,40 (m, 2H); 1,33 - 1,19 (m, 16H); 0,90 (t, J = 6,9
Hz, 3H).

EM (70 eV) m/Z: 269(M), 129(100).

IR (ATR) cm: 2955, 2922, 2852, 1648, 1457, 1428, 1115.
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Morfolinafenilmetanona (129)

Rendimento: 40%
0
©)LN<>O Aparéncia: 6leo amarelado.

LH RMN (600 MHz, DMSO, 25°C) &: 7,6 — 7,3 (m, 5H); 3,75 — 3,35 (3, 8H).

13C RMN (151 MHz, DMSO, 25°C) & 7,6- 7,2 (m, 3H): 3,7 -3,3 (m, 8H).

IH RMN (600 MHz, DMSO, 60°C) & 169,5; 136,1; 130,0; 128,9; 127,5; 66,5;
47,7: 42,0.

EM (70 eV) m/Z: 191(M); 114(100).

IR (ATR) cm™: 1630, 1454; 1434, 1113, 727.

1-morfolina-2-feniletanona (130)

O

Lo Aparéncia: 6leo amarelado.

Rendimento: 30%

IH RMN (600 MHz, DMSO, 25°C) &: 7,30 — 7,27 (m, 2H), 7,27 — 7,19 (m, 3H),
3,70 (s, 2H), 3,5 — 3,5 (M, 2H), 3,5 — 3,4 (m, 2H).

13C RMN (151 MHz, DMSO, 25°C) § 170,0; 136,7; 130,3; 129,9; 129,3; 129,1;
127,3; 69,0; 67,0; 46,9; 42,6; 41,7.

IH RMN (600 MHz, DMSO, 60°C) § 7.3 (t, J = 7.6 Hz, 2H): 7,22 (d, J = 7.6 Hz,
3H); 3,70 (s, 2H); 3.,5 (s, 1H), 3,5 (m, 7H).

EM (70 eV) m/Z: 205(M), 114(100).

IR (ATR) cml: 1630, 1454, 1434,1113, 727, 698.

(E)-1-morfolina-3-fenillprop-2-en-1-ona (131)
) Rendimento: 32%

/
o]
X
©/\)Ll\(> Aparéncia: 6leo amarelado.
o]
-

J
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'H RMN (600 MHz, DMSO, 25°C) & 7,7 — 7,67 (m, 2H); 7,5 (d, J = 15,4 Hz,
1H); 7,4 - 7,3 (m, 3H); 7,3 (d, J = 15.4 Hz, 1H); 3,7 (s, 2H); 3,7(s, 2H); 3,6 (s, 6H); 3,6
(s, 2H).

13C RMN (151 MHz, DMSO, 25°C) § 165.,0; 142,1; 135,6; 130,0; 129,2; 128,5;
118,4; 66,8; 66,6; 46,1; 45,6.

'H RMN (600 MHz, DMSO, 60°C) & 7,7 - 7,65 (m, 2H); 7,5 (d, J = 15,5 Hz,
2H); 7,46 — 7,34 (m, 4H); 7,2 (d, J = 15,3 Hz, 2H), 3,6 (s, 8H).

EM (70 eV) m/Z: 217(M), 131(100).

IR (ATR) cm™: 1647, 1599, 1455, 1228, 1113, 763

1-morfolina-2-(tiofenil)etanona (132)

4 N\ Rendimento: 32%

0
S
©/ \)LO Aparéncia: 6leo amarelado.

- J

IH RMN (600 MHz, DMSO, 25°C) § 7,40 — 7,30 (m, 2H); 7,30 (t, J = 7,4 Hz,
2H); 7,20 (t, J = 7,4 Hz, 1H); 4,00 (s, 2H); 3,60 — 3,50 (m, 2H); 3,55 — 3,51 (M, 2H): 3,51
~ 3,48 (m, 2H); 3,45 — 3,41 (m, 2H).

13C RMN (151 MHz, DMSO, 25°C) § 167,3; 136,6; 129,8; 129,4: 126,9; 66,9(7);
66,9(5); 47,0; 42,7; 36,1.

IH RMN (600 MHz, DMSO, 60°C) § 7,40 — 7,30 (m, 2H); 7,30 (m, 2H): 7,20 —
7,10 (m, 1H); 3,90 (s, 2H); 3,50 (s, 4H; 3,4 (m, 4H).

EM (70 eV) m/Z: 237(M), 114(100).

IR (ATR) cm: 1639, 1458, 1437, 1112, 741, 691.

.2-(ciclopent-2-en-1-il)-1-morfolinaetanona (133)

4 N\ Rendimento: 56%
6 7 o ]
5 ©3\)1LN/\\b Aparéncia: 6leo amarelado.
4 2 a‘\\l.(o

NG J
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'H RMN (600 MHz, DMSO, 25°C) § 1H NMR (600 MHz, DMSO) 6 5,76 — 5,70
(m, 1H (H4 ou 5)), 5,70 — 5,65 (m, 1H (H4 ou 5)), 3,58 — 3,50 (M, 4H (Ha e &), 3,46 —
3,39 (M, 4H (Hb e b)), 3,04 — 2,89 (m, 1H (H3), 2.38 (dd, J = 15,5: 6,9 Hz, 1H (H2)),
2.28 (dd, J = 15,5; 7,6 Hz, 1H (H2)), 2,34 — 2,13 (m, 2H (H6)), 2,07 — 1,98 (m, 1H (H7)),
1,44 — 1,34 (m, 1H (H7)).

13C RMN (151 MHz, DMSO, 25°C) é 170,5; 135,3; 130,9; 66,6; 46,0; 42,1;
38,65; 31,8; 29,9.

'H RMN (600 MHz, DMSO, 60°C) §

EM (70 eV) m/Z: 195(M), 67(100).

IR (ATR) cm™: 1640, 1457, 1432, 1114,

Procedimento  Empregado Para a  Sintese de  4-(4-clorofenoxi)-N-(2-
hidroxietil)butanamida (134).

Em um frasco reacional (do tipo schlenck) sob atmosfera inerte (N2), foram adicionados barra
de agitacdo magnética, 480 mg de 4-(4clorofenoxi)butanoato de etila (2,00 mmol) a 0,6 mL de
etanolamina (10 mmol), em excesso, e uma fracdo de malha de Nafion® com
aproximadamente 0,5 mm?. O frasco foi fechado e a mistura reacional foi aquecida a 190°C por
18h.%° O Nafion® foi separado da mistura reacional e foi, entdo, diluida em 20 mL de acetato
de etila.. A purificacdo foi feita por cromatografia em coluna de silica gel (AcOEt : MeOH
95:5). As fracdes foram reunidas e rotaevaporadas. Em seguida, o material foi submetido a alto-

vacuo para retirada de qualquer solvente residual, alcangando rendimento de 54%.

4-(4-clorofenoxi)-N-(2-hidroxietil)butanamida (134).

Rendimento: 54%

o

D/o\/\)LN,\/oH
H

S Aparéncia: solido branco.

IH RMN (600 MHz, CDCls, 25°C) § 7.24 — 7.20 (m, 2H), 6.83 — 6.79 (m, 2H), 6.12 (s,
1H), 3.97 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.72 — 3.68 (m, 2H), 3.42 (dd, J = 10.3, 5.5 Hz, 2H), 2.41 (t, J
= 7.3 Hz, 2H), 2.15 - 2.09 (qt, J = 7.3 Hz, 2H).

13C RMN (151 MHz, CDCl3, 25°C) § 173.6, 157.4, 129.3, 125.6, 115.7, 67.2, 62.02, 42.4,
32.8,25.1.

EM (70 eV) m/Z: 239(M), 85(100).

(ATR) cml: 1650, 1550, 1500, 1200, 1000, 850, 650.
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PF:85°C

Procedimento Empregado Para a Sintese de 4-(4-clorofenoxi)-1-morfolinobutan-1-ona
(135).

1 mmol &cido 50 juntamente com o 1 mmol 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) foram adicionados a um bal&o de 50 mL, flambado, para troca de atmosfera e adicéo de
12 mL de diclorometano seco, deixado sob agitacdo por 5 minutos a 0°C. A essa mistura foram
adicionados a 0,1 mL de morfolina (Lmmol) e 0,4 mL de EtzN (1 mmol). A reacéo foi deixada
sob agitacédo por 1 hora a 0°C e mais 18 horas a temperatura ambiente. A reacéo entdo foi lavada
com 5x20 mL de HCI (1M), 5x20 mL de uma solucéo saturada de NaHCO3, a fase organica foi
seca com NaxSO4 e 0 solvente foi removido em evaporador rotatorio. A purificagdo foi feita
por cromatografia em coluna de silica gel (Diclorometano 4 : lacetado de etila). As fracdes
foram reunidas e rotaevaporadas. Em seguida, o material foi submetido a bomba de alto-vacuo
para retirada de qualquer solvente residual, rendendo 140 mg (86% de rendimento) de um sélido

caracterizado como a molécula 127.

4-(4-clorofenoxi)-1-morfolinobutan-1-ona (135)

Rendimento: 86%

o]

o0
c .o Aparéncia: sélido branco.

'H RMN (600 MHz, CDCls, 25°C) § 7.27 — 7.13 (m, 2H), 6.89 — 6.62 (m, 2H), 4.00 (t, J =
7.2 Hz, 1H), 3.72 — 3.56 (m, 4H), 3.54 — 3.31 (m, 4H), 2.51 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.20 — 2.05
(qt, J =7.2 Hz, 2H).

13C RMN (151 MHz, CDCl3s, 25°C) § 170.9, 157.4, 129.3, 125.5, 115.7, 67.2, 66.9, 41.9,
29.1,24.7.

EM (70 eV) m/Z: 156(100).

(ATR) cm: 3300, 1800, 1650, 1500, 1100, 1000.

PF:95°C

Procedimento Empregado Para a Sintese de Acetato de 2-benzamidoetil 128.

Em um baldo de 5 mL foram colocados 200 mg da N-(2hidroxietil)benzamida (1,2 mmol), 0,2
mL de anidrido acético (2,5 mmol) e 6 mg de DMAP (0,05 mmol), juntamente com 2mL de
DCM. A mistura reacional ficou sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas para

conversdo completa. A purificacdo foi feita por cromatografia em coluna de silica gel

128



(Diclorometano 1 : 1 acetado de etila). As fracdes foram reunidas e rotaevaporadas. Em seguida,
o material foi submetido a bomba de alto-vacuo para retirada de qualquer solvente residual,

rendendo 140 mg (57% de rendimento) de um solido caracterizado como a molécula 128.

Acetato de 2-benzamidoetil 136.

Rendimento: 57%

@J'LN/\“/O\H/
; o Apareéncia: solido branco.

IH RMN (600 MHz, CDCl3, 25°C) § 7.78 (m,2H); 7,47 (m,3H); 6,7 (s,1H); 4.29 (t, ] = 5,5
. 2H); 3,72 (g, J = 5,5, 2H); 2,08((s,2H).

13C RMN (151 MHz, CDCls, 25°C) § 171.5, 167.6, 134.2, 131.6, 128.6, 126.9, 63.3, 39.5,
20.9.

EM (70 eV) m/Z: 207 (M), 105(100).

(ATR) cmL: 3300, 1750, 1650, 1550, 1200, 1000.

PF: 60°C

Procedimento Empregado Para a Sintese de N-(2-((4-clorobenzil)oxi)etil)benzamida 138

Em um baldo de 25 mL foram colocados 250 mg da N-(2hidroxietil)benzamida (1,5 mmol),
168 mh de hidroxido de potassio (3 mmol), 100 mg de Brometo de tetra-n-butilaménio (TBAB
—0,3mmol) em 8 mL de THF seco. Essa Mistura foi colocado em banho de gelo por 20 minutos.
Depois, 0,2 mL de cloreto de 4-clorobenzil foi adicionado a mistura e a deixado sob agitacdo
magnética por 1 hora em banho de gelo. Depois a reacéo foi retirada do gelo e deixada A
temperatura ambiente por 5 horas. A purificacdo foi feita por cromatografia em coluna de silica
gel (Hexano 6 : 4 acetado de etila). As fragdes foram reunidas e rotaevaporadas. Em seguida, o
material foi submetido a bomba de alto-vacuo para retirada de qualquer solvente residual,

rendendo um sdlido caracterizado como a molécula 130 (57% de rendimento).

N-(2-((4-clorobenzil)oxi)etil)benzamida 138

Rendimento: 57%

o Cl
N/“\/o\/@/

©)L” Aparéncia: solido branco.
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IH RMN (600 MHz, CDCls, 25°C) § 7.75 (dt, J = 8.4, 1.7 Hz, 6H), 7.53 — 7.49 (m, 3H),
7.43 (tt, ) = 6.7, 1.3 Hz, 6H), 7.34 — 7.30 (m, 6H), 7.29 — 7.24 (m, 7H), 6.52 (s, 3H), 4.51
(s, 6H), 3.72 — 3.63 (m, 13H), 1.67 (s, 5H).
13C RMN (151 MHz, CDCls, 25°C) & 167.5, 136.4, 134.5, 133.7, 131.5, 129.1, 128.7,
128.7, 128.7, 128.6, 126.9, 72.4, 69.01, 39.8.
EM (70 eV) m/Z: 105(100).
EMAR: [M+Na] = 312,0764.
(ATR) cm™: 1750, 1550, 1500, 1150, 1110, 900, 700, 650.

PF: 100°C

Procedimento Empregado Para Teste Bioldgico.

Cepa de Chromobacterium subtsugae e condicdes de cultivo

As cepas de C. subtsugae CV026 (genotipo: cvil ::mini-Tn5 derivada da cepa ATCC
31532, Kmr, AHL-) foi mantida sob criopreservagao (-80°C) em 50% glicerol, 50% meio LB.
A cepa CV026 foi recuperada com canamicina (50 pg/mL) e cultivada em caldo LB (pH 7,2)
sob agitacdo de 200 rpm por 24 horas a 28°C. Dessa col6nia, uma aliquota de 10 pL foi utilizada
para semear superficie de &gar LB acondicionado em placa de Petri.

Ensaio de quantificagdo de violaceina.

Colo6nias isoladas de CVV026 de agar LB (48 horas a 28°C) foram utilizadas para um
fazer uma suspensdo bacteriana em meio LB com turbidez ajustada em nivel 2 da escala de
McFarland. Dessa suspensdo, uma quantidade adequada foi retirada para inocular o meio de
teste em uma proporcdo de 10% v/v. O meio teste entdo foi suplementado com o autoindutor
cognato (N-hexanoil-L-homosserina lactona 96%, Sigma Aldrich), numa concentragdo final de
10 uM. Uma aliquota de 1,95 mL dessa cultura foi transferida para um tubo conico tipo falcon
(v = 15 ml) e suplementada com 50uL das moléculas testadas em diferentes concentracdes
finais (2,5 mM, 1,25 mM, 625 uM e 312 uM). Os ensaios foram mantidos sob agitacdo de 200
rpm a 30°C por 24 horas. As mesmas condi¢Ges experimentais foram repetidas, em paralelo, na
auséncia do autoindutor cognato (“branco”) para andlise de crescimento microbiano aferindo a
turbidez (630 nm) ao final de 24 horas sob agitacdo de 200 rpm e 30°C em espectrofotdmetro
de placa (Biotek - ELx808™), Para determinacdo de producdo de violaceina, 0 experimento
“teste” foi completamente seco (24h a 60°C) e 0,5 mL de DMSO foi utilizado para extrair a
violaceina, ficando sob agitacdo de 200 rpm a 30°C por 24 horas. A absorbancia (630nm)
produzida pelo extrato de DMSO foi utilizado para estimar a producdo de violaceina. Esse

experimento foi sempre realizado em triplicata.
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Ensaio de competicéo.

O ensaio de competicdo foi feito de forma similar ao de quantificacdo de violaceina,
contudo, neste teste a concentracdo do inibidor 46 foi mantido em 32 uM enquanto a
concentracdo do autoindutor foi variada de 10 nM até 1 mM. Experimento realizado em
triplicata.

Ensaio de consumo de quitina.

Em CV026 a hidrolise de quitina é controlada por QS. O teste de averiguacdo de
consumo de quitina foi feito de acordo com a metodologia de Chernin e colaboradores com
poucas modificacdes.>® A coldnias isoladas de CV026 foram usadas para fazer uma suspensao
bacteriana ajustada para 2.0 McFarland em 0,9% NaCl (m/m). Dessa suspensdo, uma
quantidade adequada foi retirada para inocular o meio de teste em uma proporcao de 10% (v/v)
e suplementadas ou ndo com 51. Em uma placa de 6 pocos foi vertido um meio semiminimo
contendo 10% de meio LB (vol/vol), 0,2% de quitina coloidal (m/vol) e 0,5% de agar (m/v), 2
mL para cada po¢o. Com a placa seca, foi colocada em um poco uma aliquota de suspensédo
bactéria suplementada com 51 (controle positivo); em outro poco a suspenséo, o0 51 e amolécula
46; e em outro po¢o apenas a suspencdo bacteriana (Controle negativo). A placa foi incubada
em estufa a 28°C por 72h para clara formacdo de halo de consumo de quitina no controle
positivo.

RT-qPCR.

O RNA total foi extraido das células CV026 nas mesmas condi¢Ges do ensaio de
quantificacdo de violaceina usando o ReliaPrep™ RNA Miniprep System (Promega), conforme
indicado pelas instru¢des do fabricante.

As amostras de RNA tiveram sua qualidade avaliada (relagdo A260/A230) e as
concentracdes normalizadas em 150 ng/pL. O RNA normalizado total foi usado como modelo
para a reacao de transcricdo reversa usando o GoTaq® 1-Step RT-gPCR System (Promega). O
RT-gPCR foi realizado em uma etapa de acordo com o protocolo do fabricante. A mistura de
reacao (20 pL) foi composta da seguinte forma: 10 pl de GoTag® gPCR Master Mix, 2,5 ul de
primers direto e reverso (150 nM), 0,4 pl de GoScript™ RT Mix para 1-Step RT-gPCR e 4 pl
do RNA modelo (20 ng). A RT-gPCR foi realizada usando o sistema de PCR em tempo real
Applied Biosystems Quant StudioTM 3 (Applied Biosystems Inc., CA, EUA). As condi¢des da
reacao sdo as seguintes: reacao de transcriptase reversa a 37 °C por 15 minutos, inativacdo da
enzima RT a 95 °C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 10 s,
anelamento a 54 °C por 30 s e extenséo a 72 °C por 30 seg. A expressao relativa do transcrito
de RNA VioABCDE foi calculada usando o método AACt. Dois loci em ViOABCDE (VioA e
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vioC) foram avaliados para determinar a expressao relativa do transcrito vioABCDE. O gene
de referéncia gyrB foi usado como controle interno para normalizacdo dos dados. Esses
experimentos foram conduzidos independentemente 3 vezes. Primers para VioA, vioC e gyrB
(Tabela 1) foram projetados usando a ferramenta baseada na web Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).

Tabelal. Sequéncia dos primers utilizados na rt-PCR.

Primer Sequence

VioA-F ATCCGGAAATCCAGAGCTTC

VioA-R ACTTGTCGCCCTTGAAGTAG

vioC-F GCCTTTTTCGACCGTTACTTC
vioC-R CTATGCATGTAGCGGGTGTA

gyrB-F TCACCATCAATCCGGACAAC

gyrB-R TCTTGTTGCGGTTCATGTATTC

Procedimento Empregado Para Ancoragem Molecular.

A ferramenta metodoldgica computacional foi a de ancoragem molecular,
tomando como ponto de partida a estrutura cristalografica da proteina CviR complexada
com o inibidor 46 disponivel no banco de dados Protein Data Banck (PDB) sob o cddigo
3QP5. A resolucdo da estrutura cristalografica depositada no PDB é de 3,5A .

Os ligantes foram desenhados com o auxilio do programa Avogadro e depois suas
geometrias foram otimizadas no programa Gaussian6.06. ( DFT-B3LYP-6,31**).

O ancoramento foi realizado através do pacote computacional AutoDock Vina,8!
que, além de ser de livre acesso, tem boa capacidade de prever a conformacéo de interacdo
entre ligante e proteina. O procedimento adotado foi o de ancoramento com a proteina
rigida (sem mudancas nas posicfes dos atomos) e ligantes flexiveis.

O programa atribui as coordenadas do receptor e do ligante ao arquivo pdbqt, um
tipo de arquivo mais simples que o PDB. O AutoDock Vina em seu arquivo pdbgt usa
os hidrogénios polares para atribuir o estado de ligacdo dos heteroatomos, mas eles néo
sdo explicitos durante a ancoragem; tipo de atomo, sem levar em consideragdo a carga
dos mesmos. Ja a fungéo de pontuacdo € altamente aproximada com potenciais de ligacdo
de hidrogénio simetricamente esféricas, hidrogénios implicitos e sem contribuicdo
eletrostatica. Mesmo com suas simplificacdes ja foi mostrando ter boa desempenho para

interagOes proteina-ligante. 12
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Os parametros utilizados foram o padrdo do programa, com excecdo da
exaustividade que fora aumentada para 200. O aumento nesse parametro permite que o
programa aumente o tempo de procura de encaixe e a quantidade de conformacdes do
ligante . O espaco de busca de solugdes no programa € chamado de grid. O grid utilizado
foi uma caixa com dimensdes de 60 x 90 x 100 A3, tendo como centro o centro da
proteina. Apés o resultado da ancoragem, as conformac6es dentro do sitio ativo foram
analisadas manualmente pelo VMD (Visual Molecular Dynamics) um software de analise

grafica 3D.12
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Figura S31 - Espectro (RMN de *C 151 MHz, DMSO) — 1-morfolinaheptan-1-ona 126.
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Figura S96 -. Ensaio de quantificacdo de violaceina com 119.
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Figura S98 -. Ensaio de quantificacdo de violaceina com 128.
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Figura S100 -. Ensaio de quantificacdo de violaceina com 130.
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Figura S103 -. Ensaio de quantificacdo de violaceina com 133.

Ser155
278

Asp97
3.26

Figura S104 — (A) Sobreposico entre 51 e 115. (B) Interagdes entre 115 e os aminoécidos no sitio de ligagio do HHL.
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Tyr80

278

Figura S105 — (A) Sobreposico entre 51 e 95. (B) Interag@es entre 95 e 0s aminoécidos no sitio de ligagdo do HHL.

Ser155
2.84

Tyr80

Asp97

Tyrss
307

Figura S106 — (A) Sobreposico entre 51 e 96. (B) Interag@es entre 96 e 0s aminoécidos no sitio de ligacdo do HHL.

Tyr80
280

502

Figura S107 — (A) Sobreposicéo entre 51 e 120. (B) Interagdes entre 120 e os aminoéacidos no sitio de ligagio do HHL.
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Trp84
3.14

Tyr80
319

Ser155
297

Trps4
455

Met135
3.13

Figura S96 — (A) Sobreposicdo entre 51 e 122. (B) Interagdes entre 122 e os aminoacidos no sitio de ligagio do HHL.

Trp111
-1

» Ser155
308

Figura S110 — (A) Sobreposigo entre 51 e 123. (B) Interagdes entre 123 e os aminoécidos no sitio de ligagio do HHL.
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Ser155
378

Asp97 f

338 4 I
R Tyr80
Y 211

Tyr88
202

Figura S111 — (A) Sobreposigo entre 51 e 124. (B) Interagdes entre 124 e os aminoécidos no sitio de ligagio do HHL.

‘ Ser155

3.08

Tyr80
343

Figura S112 — (A) Sobreposico entre 51 e 98. (B) Interagdes entre 98 e 0s aminoécidos no sitio de ligagdo do HHL.

Ser155
3.23

Tyr80
426

Tyrss
447

Figura S113 — (A) Sobreposico entre 51 e 125. (B) Interagdes entre 125 e os aminoécidos no sitio de ligagio do HHL.
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Ser155
299

b

Tyr80
284

Tyrés
341

Figura S115- (A) Sobreposicéo entre 51 e 116. (B) Interacdes entre 116 e os aminoacidos no sitio de ligagio do HHL.

Asp97 Tyr88

Figura S116 — (A) Sobreposicio entre 51 e 126. (B) Interagdes entre 126 e os aminoécidos no sitio de ligagio do HHL.
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Figura S117 — (A) Sobreposigo entre 51 e 119. (B) Interagdes entre 119 e os aminoécidos no sitio de ligagdo do HHL.

Asp97 | | Tyr80
4.07

Trpt11
448
Met135 ) sy
347

Ser155
3.93

Figura S118 — (A) Sobreposigo entre 51 e 128. (B) Interagdes entre 128 e os aminoécidos no sitio de ligagio do HHL.
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Thr140
3.85

Ser155
3.02

Figura S120 — (A) Sobreposicgo entre 51 e 129 (B) Interagdes entre 129 e os aminoacidos no sitio de ligagio do HHL.

Asp97
3 341
%%

AN
-

Ser155
483

Figura S121 — (A) Sobreposigo entre 51 e 130. (B) Interagdes entre 130 e os aminoécidos no sitio de ligagio do HHL.

Ser155 Tyr80
4 86 418

Figura S122 — (A) Sobreposico entre 51 e 131. (B) Interagdes entre 131 e os aminoécidos no sitio de ligagio do HHL.
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Tyr80
4.45

Figura S124 — (A) Sobreposigo entre 51 e 133. (B) Interagdes entre 133 e os aminoécidos no sitio de ligagio do HHL.
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Figura S125 - Espectro (RMN de *H 600 MHz, CDCls, 25°C) — 4-(4-clorofenoxi)-N-(2-hidroxietil)butanamida 134.
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Figura S126 - Espectro (RMN de *C 75 MHz, CDCls, 25°C) — 4-(4-clorofenoxi)-N-(2-hidroxietil)butanamida 134.
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Chromatogram (All TIC)
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Figura S127 - Cromatograma da 4-(4-clorofenoxi)-N-(2-hidroxietil)butanamida 134.

Line#:1 R.Time:16.117(Scan#:1575)

MassPeaks:92

RawMode:Averaged 15.992-16.267(1560-1593) BascPeak:85.05(78194)
BG Mode:None Group | - Event 1 Scan
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Figura S128- Espectro (EM 70 eV m/z) — 4-(4-clorofenoxi)-N-(2-hidroxietil)butanamida 134.
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Figura S129 - Espectro de Infravermelho (ATR) — 4-(4-clorofenoxi)-N-(2-hidroxietil)butanamida 134.
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Figura S130 - Espectro (RMN de *H 600 MHz, CDCls, 25°C) — 4-(4-clorofenoxi)-1-morfolinobutan-1-ona 135.
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Figura S131 - Espectro (RMN de *C 75 MHz, CDCls, 25°C) — 4-(4-clorofenoxi)-1-morfolinobutan-1-ona 135.
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Chromatogram (All TIC)
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ATIC*1.00

T -
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Figura S132 - Cromatograma da — 4-(4-clorofenoxi)-1-morfolinobutan-1-ona 135.

Line#:1 R.Time:16.900(Scan#:1669)

MassPeaks:58

RawMode:Averaged 16.858-16.933(1664-1673) BasePeak:156.15(97800)
BG Mode:None Group | - Event 1 Scan
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Figura S133 - Espectro (EM 70 eV m/z) — 4-(4-clorofenoxi)-1-morfolinobutan-1-ona 135.
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Figura S134 - Espectro de Infravermelho (ATR) — 4-(4-clorofenoxi)-1-morfolinobutan-1-ona 135.
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Figura S135 — Espectro (RMN de *H 600 MHz, CDCls, 25°C) — Acetato de 2-benzamidoetil 136.
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Figura S136 - Espectro (RMN de *C 75 MHz, CDCls, 25°C) — Acetato de 2-benzamidoetil 136.
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Chromatogram (All TIC)
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Figura S137 - Cromatograma da — Acetato de 2-benzamidoetil 136.
Line#:1 R.Time:11.117(Scan#:975)
MassPeaks:75
RawMode: Averaged 11.067-11.142(969-978) BasePeak:105.10(2079323)
BG Mode:None Group 1 - Event 1 Scan
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Figura S138 - Espectro (EM 70 eV m/z) — Acetato de 2-benzamidoetil 136.
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Figura S139 - Espectro de Infravermelho (ATR) — Acetato de 2-benzamidoetil 136.
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Chromatogram (All TIC)
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Figura S140 - Cromatograma da reacdo de bromacéo do composto 123.

Line#:1 R.Time:3.933(Scan#:113)
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RawMode: Averaged 3.925-3.942(112-114) BasePeak:105.05(162950)
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Figura S141 - Espectro (EM 70 eV m/z) — Para o primeiro pico do cromatograma acima.
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Line#:1 R Time:14.442( Scan#: 1374)

MassPeaks: 77

RawMode: Averaged 14.417-14.450(1371-1375) BasePeak:221.00{17543)
BG Mode:None Group 1 - Event 1 Scan
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Figura S142 - Espectro (EM 70 eV m/z) — Para o segundo pico do cromatograma acima.
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Specirum from Fernanda@2022-03-16 wifi (zample 4) - FF73-5, Experiment 1. +TOF MS (50 - 1000) from 0.421 to 0.493 min, sublracted b...sublracted by (Spectrum from Fernandai@2022-03-16 wiff (sample 1) - Me0H, Experiment 1. «TOF MS (50 - 1000) from 0,427 to 0.495 min)
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Figura S143 — EMAR do bruto da reacdo de tosilacdo da molécula 123. Produto formado, 139, m/z [M+Na] = 342,0782.
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Figura S144 — Espectro (RMN de *H 600 MHz, CDCls, 25°C) — N-(2-((4-clorobenzil)oxi)etil)benzamida 138.
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Figura S145 - Espectro (RMN de 3C 75 MHz, CDCls, 25°C) — N-(2-((4-clorobenzil)oxi)etil)benzamida 138.
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Chromatogram (All TIC)
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Figura S146 - Cromatograma da N-(2-((4-clorobenzil)oxi)etil)benzamida 138.
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BG Mode:None Group | - Event 1 Scan
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Figura S147 - Espectro (EM 70 eV m/z) — N-(2-((4-clorobenzil)oxi)etil)benzamida 138.
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Spectrum from Fernanda@2022-03-23 wiff (sample 2) - FF75_9, Experiment 1. +<TOF M3 (50 - 500) from 0.417 to 0.531 min, subtracted by ... subtracied by (Spectrum from Fernandz@®2022-03-23 wiff (zample 1) - MeOH. Experiment 1, +TOF MS (50 - 500) from 0.41% 1o 0,654 min)
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Figura S148- EMAR do produto formado, 138, m/z [M+Na] = 312,0764.
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Figura S149- Espectro de Infravermelho (ATR) — N-(2-((4-clorobenzil)oxi)etil)benzamida 138.
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Figura S150 - Ensaio de quantificacdo de violaceina com 154,
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Figura S151 - Ensaio de quantificacdo de violaceina com 155.
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Figura S152 - Ensaio de quantificacdo de violaceina com 156.
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Figura S154 - Ensaio de quantificacdo de violaceina com 158.
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Figura S155 - Ensaio de quantificacdo de violaceina com 159.
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Figura S156 — (A) Sobreposico entre 51 e (S)-154. (B) Interacdes entre (S)-154 e os aminoacidos no sitio de ligagdo do
HHL.

Figura S157 — (A) Sobreposicéo entre 51 e (R)-154. (B) Interagdes entre (R)-154 e os aminoacidos no sitio de ligagdo do
HHL.

Trp111
4,93

Ser155
464

258



Figura S158 — (A) Sobreposicgo entre 51 e (S)-155. (B) Interacdes entre (S)-155 e os aminoacidos no sitio de ligagdo do
HHL.

Trp84

299

Asp94

Trp111
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Figura S159 — (A) Sobreposicéo entre 51 e (R)-155. (B) Interages entre (R)-155 e os aminoacidos no sitio de ligagdo do
HHL.

Tyr88
363

Figura S160 — (A) Sobreposigo entre 51 e (S)-156. (B) Interacdes entre (S)-156 e os aminoacidos no sitio de ligagdo do
HHL.
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Tyr88
3,63

Figura S161 — (A) Sobreposico entre 51 e (R)-156. (B) Interagdes entre (R)-156 e os aminoacidos no sitio de ligagdo do
HHL.

Asp97
3,31

Figura S162 — (A) Sobreposigo entre 51 e (S)-157. (B) Interagdes entre (S)-157 e os aminoéacidos no sitio de ligagdo do
HHL.

Figura S163 — (A) Sobreposico entre 51 e (R)-157. (B) Interagdes entre (R)-157 e os aminoacidos no sitio de ligagdo do
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Tyr80
3,81

Ser155
an

Figura S164 — (A) Sobreposicio entre 51 e 158. (B) Interagdes entre 158 e os aminoécidos no sitio de ligagio do HHL.

Figura S165 — (A) Sobreposicio entre 51 e 159. (B) Interagdes entre 159 e os aminoécidos no sitio de ligagdo do HHL.
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Figura S166 - Ensaio de quantificacdo de violaceina da estrutura 174E.
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Figura S167 - Ensaio de quantificagdo de violaceina da estrutura 174Z.
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Figura S168 - Ensaio de quantificacdo de violaceina da estrutura 175E.
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Figura S169 - Ensaio de quantificacdo de violaceina da estrutura 175Z.
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Figura S170 - Ensaio de quantificacdo de violaceina da estrutura 176E.

oo
1,20 * .20 W viclaceina
I * |
[ ] o
1,007 S
- T | o3
1 =
i ]
(1]
T o
‘o
0,50
0 T 1 080 o
= J_ %
3 <,
< S
a 060 060 &
o ®
2
-]
—
0,40 040 &9
=]
=3
3
i
0,201 0,20
0,00 0,00
0 2,5 m 1,25 mi 625 U 312 uM

Concentragio do QSI

Barras de erro; +- 1 SE

Figura S171 - Ensaio de quantificacdo de violaceina da estrutura 176Z.
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Figura S172 - Ensaio de quantificacdo de violaceina da estrutura 177E.
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Figura S173 - Ensaio de quantificacdo de violaceina da estrutura 177Z.
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Figura S174 - Ensaio de quantificacdo de violaceina da estrutura 178E.
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Figura S175 - Ensaio de quantificagdo de violaceina da estrutura 179E.
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Figura S176 - Ensaio de quantificacdo de violaceina da estrutura 180E.
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Figura S177 - Ensaio de quantificagdo de violaceina da estrutura 181E.
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Figura S178 - Ensaio de quantificacdo de violaceina da estrutura 182E.
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Figura S179 - Ensaio de quantificagdo de violaceina da estrutura 183E.
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Figura S180 - (A) Sobreposicio entre 51 e 174E. (B) Interagdes entre 174E e os aminoacidos no sitio de ligagio do HHL.

Trp84
3.15

Asp97
4,57

Figura S181 - (A) Sobreposicio entre 51 e 174Z. (B) Interagdes entre 174Z e os aminoacidos no sitio de ligagdo do HHL.

Figura S182 - (A) Sobreposicio entre 51 e 175E. (B) Interagdes entre 175E e os aminoacidos no sitio de ligagio do HHL.
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Trp84
3.15 G/
Asegy,

Figura S184 - (A) Sobreposicio entre 51 e 176E. (B) Interagdes entre 176E e os aminoacidos no sitio de ligagio do HHL.

Figura S185 - (A) Sobreposicio entre 51 e 176Z. (B) Interagdes entre 176Z e os aminoacidos no sitio de ligagio do HHL.
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Figura S188 - (A) Sobreposicéo entre 51 e 178E. (B) Interagdes entre 178E e os aminoacidos no sitio de ligagdo do HHL.
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Ser155
414

Figura S191 - (A) Sobreposicdo entre 51 e 181E. (B) Interagdes entre 181E e os aminoéacidos no sitio de ligagio do HHL.
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Trp84 3.89
3.84

Figura S192 - (A) Sobreposicio entre 51 e 182E. (B) Interagdes entre 182E e os aminoacidos no sitio de ligagio do HHL.
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Figura S193- (A) Sobreposicdo entre 51 e 183E. (B) Interagdes entre 183E e os aminoacidos no sitio de ligagio do HHL.
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Figura S194- Analise 3D dos parametros inibicdo, energia relativa e logP para as das 2-alquenil-6-
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Energia
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Figura S195- Gréfico Energia relativa contra logP para as das 2-alquenil-5-valerolactonas.
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Figura S196- Gréafico Inibicdo contra logP para as das 2-alquenil-6-valerolactonas.
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Figura S197- Gréafico Energia relativa contra Inibi¢éo para as das 2-alquenil-6-valerolactonas.
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