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EPIGRAFE

“Elegdancia de comportamento ndo é algo que se tem, é algo que se
é! A verdadeira elegdncia é a do cardter, porque procede da
esséncia do ser.”

Autor desconhecido



RESUMO
A busca por novos farmacos faz-se necessaria sob dois principais pontos: a
cura/tratamento do paciente pela melhora de qualidade de vida e a importéancia de trata-
lo a fim de eliminar focos de propagacdo das doencas infecto-contagiosas. A
tuberculose (TB) se insere neste panorama, Vvisto que é uma doenga infecciosa que tem
como principal patégeno o Mycobacterium tuberculosis (Mtb). A taxa de mortalidade
da TB caiu 45% desde 1990 e o mundo estaria a caminho de atingir a meta global de
reducdo de 50% até o ano de 2015. A Ultima pesquisa conduzida no ano de 2015
mostrou 6,3 milhdes de casos de TB notificados pelos programas nacionais da doenca,
dos quais 55% correspondem a casos de co-infeccdo TB-HIV. Uma recente
problematica repercute: a resisténcia. Fato comprovado pela estimativa de 580.000
novos casos de TB-MDR no ano de 2015 comparados aos 480.000 casos registrados em
2014; e o relato de 9,7% desses casos serem na verdade TB-XDR. Baseado nesses
dados epidemiologicos observamos a necessidade da busca de novos farmacos a fim de
melhorar a terapia e consequentemente a qualidade de vida e cura dos pacientes. Nesse
sentido, essa tese buscou investigar o potencial bioldgico de vinte e dois novos
compostos  n-Oxidos:  derivados furoxanicos, benzofuroxanicos e derivados
quinoxalinicos; in vitro e in vivo. Investigamos também a seguranca e dados
preliminares ao mecanismo de agdo. Os compostos demonstraram atividade (CIMgo)
entre 0,40 — 62 pM. Dentre todos os compostos n-6xidos estudados, o derivado
benzofuroxanico 8 demonstrou-se mais promissor, com atividade frente ao Mth com
valores de CIMgy de 1,10 e 6,62 uM frente a bactéria no estado ativo e latente,
respectivamente. A citotoxicidade frente a linhagem celular MRC-5 (1Cs) foi obtida na
concentracdo de 519,2 uM. Esse composto também apresentou atividade frente as cepas
monorresistentes a importantes farmacos da terapia (isoniazida, rifampicina,
moxifloxacina, bedaquilina, cicloserina e estreptomicina); assim como demostrou uma
atividade intramacrofagica similar ao farmaco da terapia rifampicina -
aproximadamente 90% de inibicao para todas as concentracOes testadas. Para 0s estudos
in vivo (biodisponibilidade oral, tolerabilidade, infeccdo e tratamento) os compostos
foram incorporados em microemulssédo devido instabilidade em pH 1,0 e 9,0;
mostrando-se biodisponiveis e toleraveis. Por fim, comprovamos o quanto essas classes
sdo promissoras in vivo, trés compostos (dois pertencentes ao grupo de derivados
furoxé@nicos e um derivado de benzofuroxanico) esterilizaram a infecgdo pulmonar com
Mtb de camundongos BALB/c. Apresentamos assim, trés novos compostos com



potencial para estudos clinicos e futuramente serem classes quimicas presentes na
terapia da doenca.

Palavras-chaves: Tuberculose. Furoxanos. Benzofuroxanos. Quinoxalina. Novas

moléculas.



ABSTRACT

The search for new drugs is necessary under two main points: the cure / treatment of the
patient for the improvement of quality of life and the importance of treating it in order
to eliminate outbreaks of the spread of infecto-contagious diseases. Tuberculosis (TB) is
part of this scenario, since TB is an infectious disease with Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) as its main pathogen. The TB mortality rate has dropped by 45% since 1990 and
the world is on track to meet the global 50% reduction target by 2015. The latest survey
conducted in 2015 showed 6.3 million TB cases notified by national disease programs,
of which 55% correspond to cases of HIV-TB co-infection. A recent problem has
repercussions: resistance. This is proven by the estimated 580,000 new cases of MDR-
TB in 2015 compared to 480,000 cases in 2014; actually 9.7% of these cases are TB-
XDR. Based on these epidemiological data, we observed the need to search for new
drugs in order to improve therapy and consequently the quality of life and cure of
patients. In this sense, this thesis sought to investigate the biological potential in vitro
and in vivo of twenty-two new n-oxide compounds: furoxanic, benzofuroxanic and
quinoxaline derivatives. We also investigated the safety and preliminary data on the
mechanism of action of these compounds. The compounds showed activity (MICqp) in a
ranging 0.40 to 62 uM. Among all the n-oxide studied, the benzofuroxan (8) was more
promising (MICgy values of 1.10 and 6.62 uM against the active and latent bacteria,
respectively; and cytotoxicity against the MRC-5 cell line (IC50) was obtained at the
concentration of 519.2 pM). This compound also showed activity against the
monoresistant strains of important drugs of the therapy (isoniazid, rifampicin,
moxifloxacin, bedaquiline, cycloserine and streptomycin) as well as demonstrated an
intramacrophagic activity similar to the drug of rifampicin therapy - approximately 90%
inhibition at all concentrations tested. For in vivo studies (oral bioavailability,
tolerability and treatment) the compounds were incorporated into microemulsion due to
instability at pH 1.0 and 9.0; being bioavailable and tolerable. Finally, we verified how
much these classes are promising in vivo. Three compounds (two belonging to the group
of furoxanic derivatives and a benzofuroxanic derivative) sterilize pulmonary infection
with Mtb of BALB / ¢ mice. Thus, we present three new compounds with potential for
clinical studies and in future being chemical classes present in the therapy of the
disease.

Key words: Tuberculosis. Furoxans. Benzofuroxans. Quinoxaline. New molecules.
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Figura 1. Esquema geral de sintese dos derivados furoxanicos.

Figura 2. Esquema geral de sintese dos derivados benzofuroxanicos.
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LZD: linizolida
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MEA: Mecanismo de Acdo
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CBM: concentracdo bactericida minima
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1. INTRODUCAO

1.1 Dados gerais e epidemiologicos da tuberculose no mundo

As doencas infecciosas a cada dia crescem como uma preocupacdo da salde
publica mundial. Quando causada por microrganismo, como o caso da tuberculose (TB),
a preocupacdo é maior pelo fato do aumento da resisténcia aos farmacos presentes no
mercado ao longo dos ultimos anos (WHO, 2013)

A TB é uma das doencas mais antigas do mundo. Evidéncias da presenca da
doenca datam em documentos antigos no Egito, india e China & 5.000 a.c., 3.300 a.c. e
2.300 a.c., respectivamente (DANIEL, 2006).

A TB humana pode ser causada por membros do complexo Mycobacterium
tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium caprae, Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedii e
Mycobacterium canettii) (ZUMLA et al., 2013). Sendo o M. tuberculosis (Mth) a
principal espécie causadora da TB, identificada em 1882 por Robert Koch.

Em termos de profilaxia, a Unica vacina contra TB é a BCG (Bacille Calmette-
Guerin) produzida a partir de uma cepa atenuada de M. bovis, que apresenta eficacia a
criancas contra formas disseminada da TB. Mas pouco eficaz em adultos, em especial
para casos de TB pulmonar (TAUS et al., 2015).

A transmissdo da TB ocorre pessoa-a-pessoa através de goticulas (aerossois)
contendo o bacilo, expelidas por individuos infectados e que manifestam a doenca (forma
ativa), ao tossir, falar ou espirrar. Essas goticulas sdo entdo inaladas por individuos
sadios, podendo ou ndo estabelecer-se a infeccdo (JEREB et al., 1999). Cerca de 10 a
30% das pessoas expostas adoecem e outras 60-90% desenvolverdo resposta imune
celular eficaz para conter a infeccdo com sucesso (WARD et al., 2008; MANABE &
BISHAI, 2000). O processo de TB primaria ocorre quando macrofagos alveolares
fagocitam os bacilos, mas ndo sdo capazes de elimina-los. Os bacilos permanecem
viaveis dentro das pequenas lesdes granulomatosas pulmonares, mesmo apds a ativagdo
de células T especificas, permitindo sua disseminacdo. J& o estado latente € definido
como a presenca do patdgeno no interior dos macréfagos (devido a fagocitose), o que

induz uma resposta pré-inflamatéria e o inicio do recrutamento de outros macrofagos
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(para a formacdo de células gigantes multinucleadas), linfocitos T, plasmdcitos e até
mesmo fibroblastos, para a formacdo do chamado “granuloma”. Esse complexo ¢ o
responsavel por conter a bactéria que permanece em um estado nao-replicante
(“dormente”), considerado nao infeccioso e que pode permanecer assim por anos. No
entanto, razBes relacionadas a resposta imunoldgica do individuo tais como: co-infec¢do
ao HIV, deficiéncia nutricional, idade, consumo exagerado de &lcool, entre outros; podem
levar esses bacilos a sofrerem uma reativacao, tornando-se infecciosos, o que resulta
entdo no desenvolvimento da forma ativa da TB no individuo (RUSSEL, 2007).

A Organizac¢do Mundial da Saude (OMS) estima 10,4 milhdes de casos de TB no
mundo somente no ano de 2015. Deste total 1,5 milhdo representa o nimero de 6bitos
em decorréncia da doenca, dos quais 400.000 mortes correspondem a co-infeccdes TB-
HIV (WHO, 2015). Em contrapartida, a taxa de mortalidade da TB caiu 45% desde 1990
e 0 mundo estaria a caminho de atingir a meta global de reducdo de 50% até 2015 (WHO,
2013).

Apesar da diminuicdo em numeros totais de casos da doenca ao longo dos anos, 0
cenario da TB supostamente otimista ndo se apresenta tdo real assim. Isto se comprova
pelo aumento de casos de TB multi resistente a farmaco (TB-MDR) e o aparecimento de
cepas de resisténcia estendida (TB-XDR).

A TB-MDR ¢ definida como a resisténcia simultanea a pelo menos os farmacos
isoniazida (INH) e rifampicina (RFP) que séo de primeira escolha na terapia. Ja a forma
TB-XDR caracteriza-se além da resisténcia a INH e RFP a também qualquer das
fluoroguinolonas além de um dos trés farmacos injetaveis de segunda-linha
(capreomicina, canamicina, e amicacina).

Somente no ano de 2014 a estimativa foi de 480.000 novos casos de TB-MDR e o
relato de TB-XDR em 105 paises; estima-se que 9,7% dos casos de TB-MDR sejam na
verdade TB-XDR. Recentemente, a OMS estimou 1,5 milh&o de casos de TB no mundo
somente no ano de 2015 (WHO, 2015). Ha relatos de casos de tuberculose totalmente
resistente (TB-TDR), porém este termo ainda ndo se adequa pelo fato desses casos serem
relatados no ambito clinico e ndo ser realizado testes de sensibilidade para todos os
farmacos possiveis do tratamento; carecendo assim esta nomenclatura mas ndo
diminuindo a relevancia (SLOMSKI, 2013).
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Novas estratégias, melhores testes diagnosticos, novos regimes de medicamentos
e vacinas estdo entre as ferramentas urgentemente necessarias na luta contra a TB. As
tecnologias empregadas para prevenir, diagnosticar e tratar a TB permanecem presas no
século XX, enquanto que o patogeno Mtb continua a evoluir e desenvolver padrdes de
resisténcia complexos para o arsenal existente de farmacos disponiveis na terapia (FRICK

& JIMENEZ-LEVI, 2013).

1.2 Tratamento da tuberculose

A estreptomicina (STM) produzida pela bactéria Streptomyces griseus e
descoberta por Selman Waksman, em 1944, foi o primeiro fairmaco efetivo para a TB.
Oito anos decorreram (1952) para que a INH fosse insrida na terapia da TB, e
posteriormente a RFP (1965). O etambutol (EMB) sintetizado em 1960, s6 passou a
integrar a terapia da TB em 1968; assim como a pirazinamida (PZA) que apesar de
sintetizada em 1936, somente em 1970 passa a compor a poliquimioterapia da doenga
(SOUZA & VASCONCELQOS, 2005).

Para o tratamento basico a RFP, descoberta ha mais de 50 anos, ainda representa o
ultimo modelo de farmaco introduzido no tratamento da TB. Juntamente com INH, EMB
e PZA, a RFP compdem um regime de tratamento de seis meses sendo ineficaz contra
TB-MDR e TB-XDR, apresentando ainda antagonismo com muitos antiretrovirais em
casos de co-infeccao TB/HIV (GANDHI et al., 2010).

Os farmacos utilizados para a terapia da TB sao classificados em cinco grupos.
Atualmente recomenda-se uma combinac¢do de quatro farmacos para o tratamento de TB
ndo resistente (Grupo 1) — chamados de fa&rmacos de primeira linha ou primeira escolha.
E para os casos de resisténcia, sio denominados farmacos de segunda linha ou segunda
escolha (Grupos 2, 3 e 4). H4 ainda os farmacos de terceira linha ou terceira escolha
(Grupo 5) que sdo farmacos que estdo em investigacdo adicional quanto a sua seguranga,
tolerabilidade para tratamento de casos MDR-TB (ZUMLA et. al.,, 2013).

e Grupo 1 (Oral): isoniazida (INH), rifampicina (RFP), pirazinamida (PZA),

etambutol (EMB);

e Grupo 2: aminoglicosideos injetdveis — estreptomicina (STM), kanamicina
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(KAN), amicacina (AMK); polipeptideos injetdveis — capreomicina (CAP),
viomicina (VIM);

e Grupo 3: fluoroquinolonas orais e injetdveis — ciprofloxacina (CFX),
levofloxacina (LFX), moxifloxacina (MFX), ofloxacina (OFX), gatifloxacina
(GFX);

e Grupo 4 (Oral): acido para-amino-salicilico (PAS), cicloserina (DCS),
terizidona (TRD), etionamida (ETO), prothionamida (PTO); tiacetazona
(THZ), linezolida (LZD);

e Grupo 5: clofazimina (CFZ), linezolida (LZD), amoxicilina+clavulanato

(AMX/CLV), imipenem-+cilastatina (IPM/Cln), claritromicina (CLR).

De certa forma, subestimamos a capacidade evolutiva do Mth e negligenciamos
por anos a conten¢do da doenca. O uso irracional dos antimicrobianos por varias geragoes
tém selecionado cepas cada vez mais resistentes aos farmacos encontrados no mercado ou
até mesmo a substancias inéditas que nunca foram apresentadas ao microrganismo. O
Mtb torna esse desafio ainda mais dificil devido suas caracteristicas morfologicas
(espessa parede lipidica com éacidos graxos de alto peso molecular) (LEDERER, 1977), e
suas caracteristicas fisiologicas (a bactéria pode ser encontrada em estado ativo ou em
estado de laténcia), além de bombas de efluxo (RUSSEL, 2007).

Diante da necessidade de uma nova molécula, o TMC-207 que era um dos
compostos em fase clinica de apenas 5 (SQ-109 (Sequella Inc.), OPC-67583 (Otsuka
Pharmaceutical Company), LL3858 (Lupin Ltda.), TMC 207 (Johnson & Johnson) e PA-
824 (TB Alliance and Novartis) (Laloo e Ambaram, 2010; Lienhardt, Vernon et al.,
2010), foi rapidamente aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration), tornando-se
hoje o primeiro farmaco contra TB resistente desde 1960, recebendo o nome de “Sirturo”.
Seu uso ¢€ restrito a casos especificos (FDA, 2012).

Outro farmaco também aprovado recentemente - novembro de 2013 - pela
Agéncia Européia de Medicamentos foi a delamanide (OPC 67683). Este fArmaco atua
bloqueando a sintese de acidos micdlicos que compdem a membrana do Mtb (WHO,

2015). Este farmaco € ativo ndo somente em bactérias sensiveis como resistentes; além de
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demonstrar atividade em bactérias em estado ativo como em laténcia (ZANG et al.,
2013).

Uma segunda tentativa, atual, objetivou ndo somente a introducdo de uma nova
molécula ao esquema terapéutico, mas sim a total alteracdo do esquema terapéutico em
vigor. A TB alliance financiada pela fundacdo Bill & Mellinda Gates propuseram
recentemente um novo esquema terapéutico chamado de STAND (Shortening Treatments
by Advancing Novel Drugs), alterando toda a combinagdo terapéutica atual para uma
nova que manteve apenas a pirazinamida. O esquema atual sugere a combinacdo de
moxifloxacina, pretomanide (PA-824) e pirazinamida, ambos para tratamento de infecgéo
sensivel quanto resistente. O novo esquema encontra-se em fase de triagem clinica (TB
ALLIANCE, 2014). Para conhecimento outras propostas de novos farmacos e/ou regimes
terapéuticos sdo estudados por diversos grupos, tais como: “Working group on new TB

drugs” (http://www.newtbdrugs.org/), “International Union Against Tuberculosis and

Lung Disease” (http://www.theunion.org/what-we-do/research/clinical-trials), CDC —

Centers for Disease Control and Prevention

(https://www.cdc.qgov/tb/topic/research/tbtc/).

1.3 Mecanismo de acdo dos farmacos de primeira linha/escolha da tuberculose

Isoniazida (INH)
Em 1952 foi descoberta a atividade da INH frente ao Mtb (ROBITZEK &
SELIKOFF, 1952). Este farmaco apresenta atividade bactericida sobre os bacilos de

multiplicagdo rapida, no entanto, tem agdo restrita sobre os bacilos de crescimento lento
(intracelulares) e aqueles de multiplicagdo intermitente (extracelulares) (ZHANG, 2005).
O mecanismo de acdo (MEA) da INH envolve a inibicdo da biossintese de acidos
micdlicos, que ¢ um importante componente da membrana celular do Mth (WINDER &
COLLINS, 1970). A isoniazida ¢ um prd-farmaco, ativado pela enzima micobacteriana
KatG. Apods ativagdo, o metabolito produz radicais reativos de oxigénio, como
superoxido, perdxido de hidrogénio e peroxinitrato, além de radicais organicos que
inibem a formacgdo de acido micolico da parede celular, causando danos ao DNA e

subsequente morte do bacilo. E também o principal farmaco utilizado para tratamento da


http://www.newtbdrugs.org/
http://www.theunion.org/what-we-do/research/clinical-trials
https://www.cdc.gov/tb/topic/research/tbtc/
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TB latente, indicada de maneira profilatica, para grupos de alto risco como HIV positivos

e outros individuos imunossuprimidos (TIMMINS; DERETIC, 2006; PETRI JR, 2011).

Rifampicina (RFP)

A RFP foi desenvolvida pela Dow-Lepetit Research Laboratories em Mildo por
modificacdo de rifamicinas, que sdo metabdlitos naturais de Nocardia mediterrane
(SENSI, 1983). As rifamicinas (rifampicina, rifabutina, rifapentina) constituem um
grupo. Embora a atividade bactericida das rifamicinas seja inferior a da isoniazida, elas
sd0 os mais potentes agentes bactericidas disponiveis na quimioterapia da TB,
continuando a matar bacilos persistentes durante toda a terapia. A atividade biologica das
rifamicinas ¢ atribuida a sua capacidade de inibir a transcri¢do ligando-se com alta
afinidade a enzima micobacteriana RNA polimerase, formando um complexo farmaco-
enzima estavel, levando a supressdo da iniciacdo da formagdo da cadeia na sintese de

RNA (WEHRLI; STAEHELIN, 1971; KARAKOUSIS, 2012).

Pirazinamida (PZA)

A PZA ¢ outro importante firmaco de primeira linha utilizado no tratamento da
tuberculose, que contribuiu para a reducao do tempo de tratamento de 12 para 6 meses.
Assim como a INH, a PZA ¢ um pro-farmaco que requer ativagdo para ser convertida ao
acido pirazindico (POA) pelas enzimas nicotinamidase/pirazinamidase. POA ¢
inicialmente formado no ambiente citoplasmatico do Mtb e ndo apresenta atividade frente
a bactéria. Somente apds ser excretada para o meio acido lisossomal e convertida no
acido conjugado, este tem a capacidade de entrar e se acumular na célula, promovendo a
acidificagdo e a altera¢do do potencial de membrana, e como consequéncia a morte do

bacilo (ZHANG, 2003; MITCHISON, 2003).

Etambutol (ETB)

O ETB ¢ um dos quatro medicamentos de primeira linha para o tratamento da TB,
e seu mecanismo de acdo envolve diversas atividades celulares; o mecanismo mais
provavel € que o farmaco atue como um inibidor da biossintese da parede celular. Este

farmaco foi relatado pela primeira vez como um agente anti-TB em 1961. Assim como a
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INH, o ETB ¢ ativo principalmente em bacilos em fase de multiplicagdo, sendo um
farmaco tuberculostatico. O firmaco atua bloqueando as enzimas arabinosil transferases,
envolvidas na biossintese de arabinogalactano (PETRI JR, 2011; KOLYVA &
KARAKOUSIS, 2012). Além disso, outros mecanismos celulares induzidos pelo EMB ja
foram relatados, como por exemplo, a inibicdo do metabolismo do RNA (FORBES;
KUCK; PEETS, 1962, 1965), transferéncia de acidos micoélicos para a parede celular
(TAKAYAMA et al., 1979) e sintese de fosfolipidios (CHEEMA & KHULLER, 1985).

1.4 Derivados Furoxanicos, benzofuroxanicos, quinoxalinicos e tuberculose

E real que a incidéncia de TB no mundo venha reduzindo e que a meta do STOP
TB até o ano de 2015 foi relativamente cumprida no que se refere a casos de TB de cepas
sensiveis. Entretanto, um problema maior vem surgindo que ¢ o aumento da incidéncia de
TB resistente.

Dentro deste desafio, esta tese refere-se aos resultados obtidos de derivados
furoxanicos em colaboracdo iniciada em 2011 com o laboratorio LAPDESF (Laboratorio
de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos) da FCFAR/UNESP.

Os furoxanos compdem uma classe de compostos heterociclicos doadores de
oxido nitrico (NO). O NO ¢ um mensageiro fisioldgico que esta presente em quase a
totalidade dos tecidos humanos. O NO apresenta diversas acdes fisioldgicas potentes,
dentre elas, a modulacdo de plaquetas e a adesdo dos leucdcitos ao endotélio. Ainda ¢
também um dos efetores finais da resposta imune. As concentracdes elevadas sdo
produzidas, em particular, por macréfagos. Assim, difunde-se para a célula do parasita,
onde exerce efeitos citotoxicos através de inimeros mecanismos, incluindo a formacao de
espécies reativas de nitrogénio (RNS) e inibi¢do de enzimas (GASCO et al., 2004).

De um lado, o Mtb suprime habilmente as vias envolvidas na producao de NO por
parte do macrofago. De outro lado, esta classe de compostos € descrita na literatura tendo
como caracteristica a capacidade de doagdo de NO. Em suma, esta capacidade
possivelmente vem ao encontro de auxiliar uma via que estd suprimida ao longo da
infecdo até a manifestacdo da doenca no caso da TB.

A sintese dos derivados furoxanicos foi realizada de acordo com a Figura 1.

Inicialmente, foram sintetizados os derivados furoxanicos intermediarios funcionalizados
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contendo a funcdo aldeido a partir de diferentes reagentes de partida (acido metacrilico,
estireno, tiofenol, etil 4-cloroacetoacetato, crotonaldeido e alcool cindmico). A série dos
benzofuroxanicos se iniciou com a sintese do derivado benzofuroxano aldeido a partir do
4-cloro-3-nitrobenzaldeido (Figura 2).

Posteriormente, os derivados furoxanicos e benzofuroxanico aldeidicos, foram
submetidos a reacGes de condensagdo com a isoniazida em meio etandlico catalisada por
acido, levando a formacao das moléculas hibridas finais (FERNANDES et al, 2016).

1) Sintese dos derivados furoxanicos 2) Sintese dos compostos hibridos finais
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Figura 1. Esquema geral de sintese dos derivados furoxanicos.
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1) Sintese do derivado benzofuroxanico 2) Sintese dos compostos hibridos finais
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i) isoniazida, etanol, acido acético, t.a., 12h

Figura 2. Esquema geral de sintese dos derivados benzofuroxanicos.

O primeiro relato sugerindo a utilizacdo dos derivados quinoxalinicos para o
tratamento da tuberculose foi realizado por Illand em 1948, partindo do principio da
semelhanca desse heterociclico com a vitamina K, que nos seus estudos apresentou
atividade anti-TB (ILAND, 1948). A utilizacdo dessa classe como potenciais agentes
anti-TB se baseia na similaridade desse heterociclico com as estruturas da pirazinamida e

isoniazida (farmacos de primeira escolha na terapia da TB).
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