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RESUMO

A Tuberculose € uma doencga infecciosa causada por agentes etiologicos de sete
espécies que fazem parte do complexo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), sendo a
Mtb a mais comumente encontrada. Elevadas taxas de mortalidade s&o ainda
encontradas, principalmente nos paises em desenvolvimento. Em 2019 o numero de
mortes alcancou 1,4 milhdes, tornando essa a maior causa de mortes por doencas
infecciosas no mundo. Além disso, o surgimento de cepas resistentes a farmacos
tem aumentado o desafio para controle da doenca. O desenvolvimento de novos
farmacos é uma das estratégias que devem ser buscadas para garantir maior
controle da doenca. Resultados anteriores do grupo de pesquisa Lapdesf
identificaram os compostos benzofuroxanos (GF5) como importantes protétipos anti-
Mtb. Apesar dos efeitos promissores, a baixa solubilidade em agua demanda
estratégias de modificagcdo da estrutura quimica. Neste trabalho de conclusdo de
curso foram planejados os compostos (6a,9a) e sintetizado o composto 6a (6-((3-
fluoro-4-tiomorfolinofenil) carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-0xi), molécula essa
inédita, explorando a estratégia de biosisoterismo classico no anel heterociclico do
benzofuroxano, substituindo um carbono por um nitrogénio, o qual foi obtido com
rendimentos de 25%. Os intermediarios amidos que comp&em 0Ss compostos
planejados tiveram rendimentos variaram de 60 a 54%. O produto 6a (6-((3-fluoro-4-
tiomorfolinofenil) carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-0xi) obtido da reacdo de
acoplamento foi obtido com 23%. Dados computacionais mostraram que 0sS
compostos 6a,9a compostos apresentam maior solubilidade em agua e modificacao
dos parametros farmacocinéticos. A busca de novos derivados benzofuroxanos com
maior solubilidade em &agua foram obtidos pela estratégia do biosisosterismo,

podendo constituir uma nova alternativa para busca de farmacos anti-Mtb.

Palavras-chave: Tuberculose. Benzofuroxano. Resisténcia aos farmacos.

Tratamento. Sintese. Mycobacterium tuberculosis.



ABSTRACT
Tuberculosis is an infectious disease caused by etiological agents from seven
species that are part of the Mycobacterium tuberculosis (Mtb) complex, with Mtb
being the most commonly found. High mortality rates are still found, mainly in
developing countries. In 2019, the number of deaths reached 1.4 million, making it
the biggest cause of deaths from infectious diseases in the world. Furthermore, the
emergence of drug-resistant strains has increased the challenge to control the
disease. The development of new drugs is one of the strategies that must be pursued
to ensure greater control of the disease. Previous results from the research group
Lapdesf have identified benzofuroxan (GF5) compounds as important anti-Mtb
prototypes. Despite the promising effects, the low water solubility demands chemical
structure modification strategies. In this course completion work, compounds (6a,9a)
were planned and compound 6a @ (6-((3-fluoro-4-thiomorpholinophenyl)
carbamoyl)benzo|c][1,2,5]oxadiazole 1-oxy was synthesized. ), an unprecedented
molecule, exploring the classic bioisoterism strategy in the heterocyclic ring of
benzofuroxane, substituting a carbon for a nitrogen, which was obtained with yields
of 25%. The starch intermediates that make up the planned compounds had yields
ranging from 60 to 54%. The product 6a (6-((3-fluoro-4-
thiomorpholinophenyl)carbamoyl)benzo[c][1,2,5]oxadiazole 1-oxy) obtained from the
coupling reaction was obtained with 23%. Computational data showed that
compounds 6a,9a compounds have greater water solubility and modification of
pharmacokinetic parameters. The search for new benzofuroxane derivatives with
greater water solubility was obtained through the biosisosterism strategy, which may

constitute a new alternative for the search for anti-Mtb drugs.

Keywords: Mycobactérium tuberculosis. Benzofuroxan. Resistant. Treatment.

Synthesis.
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1 INTRODUCAO

A Tuberculose €é uma doenca causada pelo agente etiolégico a
Mycobacterium tuberculosis. Embora ndo seja a Unica bactéria do complexo
Mycobacterium causadora de infeccbes em humanos, é a mais preocupante devido

aos surtos epidemioldgicos desde o século XX.

A facil disseminacdo do bacilo por particulas aerossois como saliva e tosse,
permitiu que em 2019 ocorresse cerca de 10 milhdes de novos casos, sendo 3
milhBes de casos ndo diagnosticados ou oficialmente notificados as autoridades
nacionais. Dados estimam que tenha ocorrido em 2019 cerca de 1,4 milhdes de
mortes por TB no mundo (OMS, 2020).

Parte do motivo dessas subnotificacdes ainda serem altas sdo as cepas
resistentes, como por exemplo a cepa multirresistente a farmacos (MDR-TB),
responsavel mundialmente por cerca de 465 mil casos somente em 2019. Essa
realidade impacta significantemente em menores chances de cura. No Brasil, por
exemplo, onde cepas sensiveis tém taxas de cura de 70,1%, as cepas com algum
nivel de resisténcia apresentam taxas de apenas 50,1%, implicando em imensos

desafios clinicos para o controle da doenca no pais (BRASIL, 2019).

A baixa porcentagem de cura diminui também as opc¢des de tratamento que
por consequéncia aumenta a carga do bacilo e sua maior transmissibilidade na
populacdo. Por isso novas estratégias para combater a tuberculose é uma urgéncia
avaliada pela OMS, principalmente em paises com alta carga de tuberculose
(BRASIL, 2020).

Os farmacos disponiveis no momento séo principalmente os tuberculostaticos
de primeira geracdo e segunda geracdo, desenvolvidos durante os anos 80. Apos
um intervalo de mais de 50 anos foi descoberto em 2012 a bedaquilina, primeiro
farmaco para tratamento da MDR-TB, desenvolvido pela empresa farmacéutica

Janssen.

Apés essa aprovacdo, outros farmacos contra MDR-TB, a exemplo da

delamanida, pretomanida e linezolida foram descobertos, permitindo a reducdo do



tempo de tratamento, diminuicdo no numero de farmacos administrados e reducao
no numero de eventos adversos graves, o0 que possibilitou melhores desfechos
clinicos (SILVA; MIGLIORI; MELLO, 2020). Ainda que o cenério de tratamento de
MDR-TB esteja menos assombroso na atualidade, desafios relacionados ao

tratamento ainda se apresentam, demandando a busca de novos farmacos.

Os derivados de benzofuroxano se apresentam como promissor prototipo
anti-Mtb devido ao efeito gerador de radicais livres que danificam o DNA
micobacteriano, além de atuarem como inibidores de sintese proteica, o que leva a
morte do bacilo (FERNANDES et al., 2016).

Estudos modificando a molécula BZ8 originaram uma nova classe de
benzofuroxanos com potente atividade anti-TB e distintas propriedades fisico-
quimicas (FERNANDES, 2021). Um dos problemas encontrados no BZ8, € a baixa
solubilidade em agua. Este inconveniente dificulta a administracdo por via oral,
necessitando ajustes na formulagcédo para garantir a biodisponibilidade. Dessa forma,
a proposta desse trabalho € explorar por meio da estratégia de bioisosterimos
classico do anel benzofuroxano novos compostos anti-Mycobacterium tuberculosis
(anti-Mtb) com diferentes propriedades fisico-quimicas daquelas observadas para o
BZ-8.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos gerais

Tem sido estabelecido como meta pela OMS a diminuicdo da incidéncia de
TB em até 17% ao ano apos 2025 (OMS, 2020). Enquanto isso ndo acontece, a
incidéncia em paises como o Brasil tem aumentado nos ultimos anos. No pais dados
epidemioldgicos estimam a incidéncia de 68,7 mil e 4,5 mil dbitos, distribuidos de
modo heterogéneo pelos estados no pais (BRASIL,2020; OMS,2020).

No mundo, parte do aumento no nimero de casos e Obitos também tem sido
atribuido ao surgimento de cepas resistentes. Estima-se um aumento de 10% de
cepas resistentes entre 0 ano de 2018 a 2019 no mundo, mesmo havendo um

aumento no numero de pessoas tratadas pela TB (OMS, 2020). Isso significa que



tratamento inadequado de pessoas com TB sensivel aos medicamentos promove
pressdo para 0 surgimento de cepas bacterianas resistentes colaborando para
propagar a doenca. O diagnostico precoce associado ao tratamento correto é uma
das abordagens para reducdo e controle da doenca. O diagnéstico precoce evita
evolucdo da infeccdo, saida da laténcia, necrose caseosa do pulméo, derrame

pleural, faléncia dos 6rgéos e até mesmo a morte (BRASIL, 2019).

Para fins desse diagndstico rapido, testes com maior sensibilidade tornam-se
necessarios para identificacdo da doenca em triagens. Atualmente, os testes
bacteriol6gicos laboratoriais realizados sédo: a analise por baciloscopia, conhecido
como pesquisa de BAAR (Bacilo Alcool Acido Resistente), cultivo microbioldgico,
identificacdo de espécie e teste de suscetibilidade a farmacos sem sensibilidade
para laténcia e casos extrapulmonares (SANTOS; OLIVEIRA, 2020).

A deteccdo do bacilo, assim como a reducdo da carga bacteriana e
mortalidade sdo a chave para atingir as metas estabelecidas pela OMS. Apesar
disso, ainda ha desafios e obstaculos muito distintos em cada lugar do mundo,
sendo que paises em desenvolvimento estdo em uma situagdo de maior
vulnerabilidade (OMS, 2020).

Estratégias e politicas para reducdo do numero de casos se tornam
necessarias a fim de controlar a disseminagcédo da doenca. No Brasil, entre as metas
estabelecidas podemos citar: aumentar a cobertura de testagem para HIV a fim de
identificar casos de coinfeccdo; melhora na adesao ao tratamento e uso da terapia
diretamente observada (TDO), expanséo do tratamento de infeccéo latente pelo M.
tuberculosis e uso de estratégias para identificacdo de cepas resistentes, dentre
outros (BRASIL, 2019). Essas acdes visam reduzir o coeficiente de incidéncia para
menos de 10 casos a cada 100 mil habitantes, diminuir o nimero de mortes por TB
em 95% ate 2035 (BRASIL, 2021).

2.2 Mycobacterium tuberculosis

A Mycobacterium tuberculosis pertence ao complexo Mycobacterium, formado
por outras microbactérias tais como M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. microti, M.

pinnipedi e M. caprae. Embora todas essas micobactérias sejam capazes de causar



a tuberculose, a maior prevaléncia da M. tuberculosis torna esse bacilo o mais
estudado (BRASIL, 2019).

O M. tuberculosis € um patégeno de crescimento lento, que apresenta
resisténcia ao ressecamento, devido a natureza da sua parede celular ser muito
hidrofébica (JAWETZ; MELNICK; ADELBRTG, 2014). A alta hidrofobicidade é o
diferencial desse género bacteriano porque garante a sua parede celular resisténcia
a acidos, detergentes, e aos antimicrobianos normalmente usados no tratamento
contra bactérias Gram positivas e negativas. A parede lipofilica contribui ainda pela
formacdo do granuloma no hospedeiro e inducdo da necrose caseosa (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2013).

Outros componentes da parede celular (Figura 1) como a camada de
peptideoglicana em que se ancoram o0s polissacarideos responsaveis pela
hipersensibilidade do tipo imediata, a camada de peptideoglicanas ramificadas,
constituida por D-arabinose e D-galactose, denominados arabinoglactanas,
responsaveis por esterificar o 4cido micético sdo comumente identificados no M.
tuberculosis (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2013).

As proteinas manosidios de fosfatidilinositol e lipoarabinomanana (LAM)
constituem uma porcdo do Mtb capaz de conferir resposta imune do hospedeiro,
ativando células de defesa, e culminando na inducédo de citocinas pré inflamatorias.
A estratégia da LAM na parede celular € uma das muitas que naturalmente o bacilo
de koch desenvolve. Outras formas de defesa contra a resposta imune sdo: néo
permitir o processo de fusdo; a inativacdo das enzimas lisoss6micas; modificar o
fagolisossomo facilitando sua sobrevivéncia, replicagéo e a fuga para o citoplasma
do macrofago; disputa de ferro entre o patdbgeno e o organismo, entre outras. Todas
essas caracteristicas estruturais conferem protecdo ao Mtb frente a agresséo
externa (HAMMAD et al., 2019).



Figura 1- Prede celular da Mycobacterium tuberculosis
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Fonte: autoria prépria

Figura 1- Mycobacterium tuberculoses parede celular. A= membrana celular; B= peptideoglicanas;
C= arabinoglactanas; D= lipoarabinomanana; E= proteinas celulares; F= acido micético; G= capsula

glicolipidica.

A infeccé@o pelo Mtb ocorre ao inalar goticulas contendo o bacilo, que irdo se
alojar nos alvéolos pulmonares por meio dos macrofagos infectados, formando um
anico foco pulmonar, geralmente pequeno e arredondado chamado de ghon (Figura
2). A partir deste, o bacilo se espalha para o sistema linfatico até um ganglio onde
conseguira percorrer alguns 6rgaos a qual recebeu o nome de complexo primario ou
complexo de ranke, para depois conseguir invadir a corrente sanguinea e atingir
todo organismo (HAMMAD et al., 2019).

Em resposta a infeccdo os macrofagos secretam IL-12 e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-alfa), recrutando células NK e T a induzindo ao processo
inflamatoério crénico. Os linfécitos ativados e diferenciados em TH1 secretam
mediadores como o inferferon y (IFN-Y), promovendo a morte intracelular do bacilo.
Além disso, o TNF-alfa produzido induz a formacgdo de Oxido nitrico e outros
intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio que aumentam promovem a morte
intracelular (HAMMAD et al., 2019).

Apbs a fagocitose do M.tuberculosis, ha formacdo do granuloma que impede

a proliferacédo do bacilo devido a formacdo de um agregado celular contendo células



de defesa como mondcitos e linfocitos. O granuloma € caracterizado por um
aglomerado de tecido contendo bacilos vivos e mortos rodeado de macréfagos; pode
apresentar carater necrosado e calcificado, contendo material rico em colageno
(BRASIL, 2020).

Na tuberculose latente, o granuloma mantém o bacilo em estado néo
replicante por meses ou anos. Somente em condicdes em que h& diminuicdo da
atividade do sistema imunolégico devido a idade avancada, comorbidades
(HIV/AIDS) ou terapia de imunossupressao que o Mtb se torna ativo, podendo voltar
a se disseminar pelo organismo (JAWETZ; MELNICK; ADELBRTG, 2014).

A quantidade de antigenos presentes que irdo estimular os macrofagos para
efetuar sua reacao ird determinar os danos ao tecido, sendo que quanto maior a
quantidade de microbactérias maior a resposta imunolégica e maior serdo os danos,
a necrose como principal deles (JAWETZ; MELNICK; ADELBRTG, 2014).

O matematico Rich previu que a probabilidade de uma infeccao tuberculosa
evoluir para doenca € diretamente proporcional ao nimero de bacilos infectantes, a
sua viruléncia e a reacdo de hipersensibilidade que ela provoca, e inversamente
proporcional as resisténcias natural e adquirida do organismo infectado (HISBELIO,
2006). No caso de os bacilos serem mais virulentos ndo ocorre a fusdo do
fagossomo com o lisossomo, o que facilita a replicacdo. Além disso, pelo patégeno
possuir em sua estrutura glicoproteinas lipoarabinomano (LAM), este consegue
interagir com receptores de manose ndo sendo percebido pelo organismo (JAWETZ,;
MELNICK; ADELBRTG, 2014).
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Figura 2- Ciclo de vida Mycobacterium tuberculosis
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Fonte: autoria propria.

2.3. Tratamento Medicamentoso

O tratamento é realizado com polifarmacoterapia, por meio da combinacao da
rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol. Em condicdes de resisténcia pode
ser indicado ainda fluoroquinolonas (linezolida, moxifloxacino, gatifloxacino),
clofazimina, bedaquilina e delamanida. Sendo que, os dois Ultimos sdo farmacos

mais recentes e ndo ainda estdo disponiveis no Brasil (BRASIL, 2019).

O esquema terapéutico tem longos periodos de duragcdo, de no minimo de
seis a oito meses para cepas sensiveis, e em duas fases. A fase intensiva a qual a
intencdo € diminuir a populacdo dos bacilos e eliminar aqueles de resisténcia natural
costuma ser usado combinagbes envolvendo isoniazida, rifampicina, etambutol e
pirazinamida (BRASIL, 2019) (Figura 3).

Ja na fase de manutencdo, especificamente nos quatro ultimos meses de
tratamento, se pretende eliminar os bacilos latentes ou persistentes para que néo
haja a recidiva da doenca, o que acontece pela acdo da associacdo de
medicamentos bactericida e esterilizante, tais como rifampicina e isoniazida
(BRASIL, 2019).
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No caso de abandono do tratamento ou reencindiva da doenca € necessario

iniciar novamente o tratamento, e verificar o surgimento de resisténcia. Caso haja, o

tratamento passa a ser mais longo e pode ser incluido no esquema outras classes

consideradas como segunda linha (BRASIL, 2019).

Figura 3 - Tuberculostaticos de primeira linha.
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Fonte: autoria propria.

A Tabela 1 apresenta as principais

caracteristicas dos

agentes

tuberculostaticos de primeira linha, respectivo mecanismo de acao, resisténcia e

efeitos colaterais mais comumente observados.
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Tabela 1-Tuberculostéticos de primeira linha e suas caracteristicas.

Farmacos Uso Mecanismo de Mecanismo de resisténcia Efeito colateral
acao
Isoniazida  Oral inibicdo da sintese Gene KatG; nhA impede Hepatdxico, vomito,
do acido micético codificac&o para a sintese nauseas, necrose
do acido micético.
Inibe RNA polimerase, Mutag&o no gene rpoB cHlftgﬁt(achXIgSsgezséoragz
i ici impedindo a sintese . . SN v °
Rifampicina - Oral P impedindo a ligagdo da medula, 6ssea, nauseas
do RNA . .
RNA polimerase e vomitos
Pirazinamida Oral Inibe crescimento  Gene pncA alterando Hepatotoxico, artralgia,
celular por diminuir pH o sitio catalitico nausea, vomito,
lnibe  sintese de  Gene embAB faz Dor abdon;]ilnal; vomito;
parede celular, super expressar a nauseas; .Iperurlcemla
Etambutol  Oral  jnigindo a enzima  arabinosil com artralgia

arabinosil transferase

Estabelecer 0 16S rRNA Neuropatia periférica,
pela troca da lisina pela perda auditiva,

. . nausea e vomito
Estrepto arginina ou treonina

inibe a iniciacdo da
micina

Injetavel ~
njetave traducao

Fonte: autoria propria.

J4 os farmacos de segunda linha, usados para casos de resisténcia
apresentam uma maior toxicidade e menor eficacia, quando comparados aos de
primeira linha. A figura 4 mostra as estruturas quimicas dos principais farmacos de
segunda linha e a tabela 2 apresenta as principais caracteristicas dos agentes
tuberculostaticos de primeira linha, respectivo mecanismo de acao, resisténcia e
efeitos colaterais mais comumente observados (LEMKE et al., 2008).
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Figura 4- Tuberculostaticos de segunda linha
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Tabela 2- Farmacos tuberculostaticos de segunda linha e suas

caracteristicas.

Farmaco Uso Mecanismo de acdo Resisténcia Efeito colateral
Etionamida g Impedir a producdo Gene inhA, Hipersensibilidade,
dos acidos micéticos  mabA, fabG1, hepatite, hepatotoxicidade,
ethA mutam possibilita hipotireoidismo,
depressdo, nauseas e
vomitos
Hepatoxico, Nauseas,
acido vomitos, Dor abdominal,
- Impede a inclusdo i Rash cutaneo,
par_amlnos oral hipotireoidismo
salicilico do PAS
Convulséo, Neuropatia
periférica, Sintomas
psicoticos, Cefaleia,
Terizidona oral Inibic&o da sintese de - zumbido, insOnia, uso
peptideoglicano conjunto a Etionamida

Isoniazida aumenta efeitos
adversos no sistema
nervoso central.

Capreomici injetavel Inibicdo da sintese -

b Possivel depressao
na proteina

respiratoria; nefrotdxica;
hipopotassemia,
hipomagnesemia

Fonte: autoria propria.

O tratamento de infec¢cdes por micobactéria resistente apresenta maior
periodo de tratamento, podendo chegar até a 2 anos. Dentre 0s agentes mais

comumente usados € possivel citar: capreomicina, levofloxacino, etambutol,

pirazinamida; terizidona, levofloxacino e etambutol.

Para a TB-XDR é usado nos primeiros 2 meses a capreomicina, levofloxacina,
pirazinamida, Rifampicina; nos outros 7 meses levofloxacina e Rifampicina. Com
objetivo de garantir o cumprimento da terapéutica os profissionais da saude na
atencdo béasica fazem o acompanhamento e orientagdo para que haja uma maior
adesdo usando a estratégia denominada Terapia Diretamente Observada (TDO).
Nessa abordagem o profissional da saude visita o paciente e socialista a
administracdo da medicacao, podendo garantir assim, o uso correto das medicacdes
anti-Mtb.
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2.4 Farmacos descobertos apés o ano de 2012 para tratamento da
tuberculose

Indubitavelmente a busca por novos farmacos mais seguros e efetivos é uma
demanda frente ao surgimento de cepas MDR-TB. Desde 2012, com a descoberta
da bedaquilina, avancos tem sido alcancado, principalmente com a aprovacéo da
classe das nitroimidazooxazinas, representadas pela pretomanida e delamanida. A

tabela 3 sumariza as caracteristicas dos principais farmacos aprovados ap6s 2012.



Tabela 3 - Farmacos recém-aprovados.
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Farmaco Classe Mecanismo Efeito Sinergismo Comercializacdo Vantagens
Colateral
(TCM207) Inibir a Nauseas, Combinacéao: Aprovada pela
Bedaquilina  Diaquinolonas bomba de tonturas e rifampicina, food and drug
protons da dores no isoniazida, administration
ATP sintase corpo, etambutol ou (FDA) para o
sindrome do  acido para- tratamento de
QT longo e amino-salicilico = MDR-TB e XDR-
complicacbes + TB.
cardiacas Bedaquiline
Delamanide  Nitroimidazol Inibi parede Aprovado na N&o
celular e da agéncia europeia genotoxico,
respiragao de medicamentos mutagénico ou
celular (EMA) e no carcinogénico
Japao
Pretomanida Nitroimidazol Inibi parede PA-824+ Aprovado em Atividade
(PA-824) celular e da bedaquilina 2019 pelo FDA contra
respiracao ou linezolida em combinagdo {,perculose
celular ara TB-XDR ou com bedaquilina ~
'FI)'B-MR e Iinezolidaq latente e ndo
tem
genotoxicidade
Linezolida Oxazolidinonas Inibem a Contagem Combinada com Incluida no grupo Menor custo
sintese de baixa de tuberculoslaticos A pela OMS para para
proteinas glébulos de primeira e  tatamento de desenvolver e
ao se ver[nelhos, segunda linha infecdes de TB- menor  tempo
ligarem ao leséo tem altas taxas para
ribossoma nervosa, de recuperacao MDR e TB-XDR comercializagédo
23S nausea e
vomito.

Fonte: autoria propria.

A bedaquilina apresenta efeitos contra a bactéria da tuberculose em estado

de laténcia, demonstrando, portanto, vantagens quando comparado a rifampicina.

Além disso, quando combinado na quimioterapia promove agdo superior ao

tratamento padréo, proporcionando menor tempo de tratamento. Apesar desses

efeitos benéficos, alteragdes cardiacas causadas pela interferéncia no intervalo QT e

as interagbes medicamentosas com outros farmacos acendem sinal de alerta
durante o tratamento (LEMKE et al., 2018).
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Ja a delamanida apresenta as mesmas indicacfes que a bedaquilina, exceto
pelo fato de que este farmaco recebeu aprovacdo para uso em criangas. Ainda que
apresentem efeitos adversos menos acentuados que a bedaquilna, seu uso
necessita de uma criteriosa avaliagdo risco x beneficio pelo médico (TIBERI et al.,
2017).

A linezolida € um farmaco pertencente a classe das oxazolidinonas
descoberto por reposicionamento de farmacos ativos contra MDR-TB. Esse agente
antimicrobiano de amplo espectro, mais usado em microrganismos gram-positivos,
quando combinado com farmacos de primeira e segunda linhas diminui as falhas e

contribui com a redugéo do tempo de tratamento (KADURA, 2020).

Por dltimo a pretomanida demonstrou também atividade contra cepas
resistentes a rifampicina, com a vantagem de ainda ndo haver relatos de resisténcia
adquirida a esse novo farmaco, o que o torna uma opc¢ao para inclusdo no esquema
terapéutico da TB (GILS, 2021).

2.5 Candidatos a farmacos para tratar tuberculose em estagios pré-clinicos e

clinicos

Ainda explorando a abordagem de reposicionamento de farmacos, outros
representantes com atividade anti-Mtb pertencente a classe das oxazolidinonas
foram descobertos. Dentre esses destacam-se: posizolida (AZD5847), sutezolida,
delpazolida e contezolida. Embora estes apresentem agéo superior a linezolida, nos
estudos de fase | observou-se para a posizolida efeitos adversos graves como
neurotoxicidade, disturbios hepaticos e hematoldgicos o que fez encerrar os estudos

clinicos com esse farmaco (PRATES et al., 2021).

O composto GSK656 € um derivado benzoboroxol capaz de inibir a sintese de
proteinas. Curiosamente, compostos contendo boro na estrutura eram
negligenciados pela preocupagdo com 0s possiveis efeitos toxicos; entretanto, nos
testes realizados se mostraram muito toleraveis em humanos ap6és uma ou mais
doses, 0 que motivou futuras investigagdes com esses derivados (PRATES et al.,
2021).
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A benzotiazinona, denominada BTZ043, apresentou atividade contra MDR-TB
e XDR-TB e efeito adicional ao ser combinado com outros farmacos
tuberculostaticos, porém a baixa solubilidade interferiu na obtencdo de um perfil
farmacocinético adequado. Este inconveniente causou reducdo da atividade quando
analisados em modelos com infecdo aguda e crbnica durante os estudos pré-
clinicos. Por isso, novos analogos como PBTZ169 foram planejados e avaliados
demonstrando efeito promissor contra MDR-TB. O mecanismo de ag&do desse
composto estd relacionado a inibicdo da enzima DprEl. Ademais, PBTZ169
apresenta efeito sinérgico ao ser combinado com outros tuberculostaticos (PRATES
et al., 2021).

O decoquinato foi usado inicialmente para coccidiose em animais, mas que
devido a presenca de amidas N-alquiladas com caracteristicas lipofilicas foi capaz
de atravessar a membrana celular da M. tuberculosis demonstrando atividade
antimicobacteriana (ADENIJI, 2020).

Enquadrado como grupo C pela OMS a delpazolida € um dos compostos mais
estudados da classe dos oxazolidinonas por apresentar eficiéncia tanto quanto a
linezolida e com menos toxicidade (SILVA et al., 2018). Ja a clofazimina, devido seu
efeito esterilizante passou a ser uma opcéo para o tratamento da tuberculose, com o
objetivo de diminuir o tempo de tratamento. Porém, elas ainda causam efeitos
adversos desagradaveis e pode interagir com demais tuberculostaticos como a
bedaquilina (SILVIA et al., 2018).

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas principais dos novos candidatos a farmacos
para tratar tuberculose.



Tabela 4 - Compostos promissores para o tratamento de tuberculose.
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Farmaco Classe Mecanismo  Efeito Sinergismo Comercializa  Vantagens
Colateral cao
Posizolida Oxazolidino Inibem a Efeitos Menor custo
(AZD5847)  nas sintese de adversos para
proteinas ao graves: desenvolver
se ligarem neurotoxicidad e menor
ao e e distarbios tempo para
ribossomo hepaticos e comercializa
23S hematolégicos céo
Delpazolid Oxazolidino Inibem a Eficacia
(LCB01037 nas sintese de semelhante
1) proteinas ao e agir contra
se ligarem cepas
ao resistentes a
ribossomo linezolida
23S
Etilenodiami  1,2- Inibe a Sem causar A terapia Estudo de fase
na (SQ109) etilenodiam sintese da eventos combinada com |l de SQ109
ina parede bedaquilina e nao
celular pirazinamida curou atenderam aos
0S animais  critérios de
infetados em trés remisséo
meses exigidos, e o
estudo foi
descontinuado
Telacebec Imidazopiri  InibicBo do Efeito adverso Estudo de fase Novo
(Q203) dina complexo tolerados Il para mecanismo
citocromo tuberculose de acéo
bcl pulmonar
micobacteria suscetivel a
no rifampicina e
isoniazida
GSK656 Oxaborol Inibe sintese
proteica Sem efeito Solubilidade
adverso grave Incluidos na em &gua e
lista de faz interacéo
medicamentos  covalente
de segunda reversiveis
linha
Clofazimina  Riminofena Inibe Maior meia Combina: Avaliacdo na TBI-166 tem
e TBI-166 zina transporte vida por se bedaquilina; fase Il atividade
de Jion e ligar a tecido pirazinamida; superior
respiracéo adiposo bedaquilina + sobre
celular linezolida; e Clofazemina
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bedaquilina+
pretomanida

Macozinona Benzotiazin Inibe a Combinacdo com Avaliagdo na Perfil
(PBTZ169) ona enzima pirazinamida e fasell farmacocinét
DprEl bedaquilina ico
mostraram bons adequado
resultados em teste (PK linear),
de animais. boa
tolerabilidad
e e
seguranca.

1,4-azaindol Benzotiazin Inibidor ndo Distlrbio

(TBA7371)

ona covalente de visual e
DprEl interacdo com
alimentos

Fonte: autoria prépria
2.5.1 Benzofuroxano como prototipo para planejamento de farmacos anti-Mtb

Durante a infeccdo, a micobactéria esta exposta a uma série de fatores que
promovem o estresse oxidativo, como as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
pH acido, limitacdo de nutrientes e hipoxia. A exposicdo do Mtb a esses fatores
provoca mudancas em seu metabolismo ndo permitindo a sobrevivéncia dentro do
hospedeiro, nem expressdo fatores de viruléncia responsaveis pela sua
patogenicidade. Apos infeccdo, macréfagos alveolares aumentam a expressao de
uma série de enzimas responsaveis por causar estresse oxidativo na tentativa de
eliminar o parasita, e j4 foi demonstrado que os niveis de EROS tém importante
papel na patogénese da TB (ALLEN; CHNG, 1993; OHGA et al., 1997).

O planejamento de novos compostos que possam atuar aumentando 0s
niveis de EROS e perturbar a homeostase oxidativa do Mtb parece ser uma
estratégia promissora no combate a TB. Diversas classes de compostos ja foram
descritas como geradores de estresse oxidativo, entre ela os benzofuroxanos e
nitroimidazois (CERECETTO; GONZALEZ, 2007; DENNY; PALMER, 2010;
MUKHERJEE; BOSHOFF, 2011).

Os benzofuroxano (Figura 5) sdo anéis heterociclicos assimétricos presentes
na natureza cuja sintese foi realizada por volta de 1920, mas sem aplicagao inicial
na gquimica medicinal. Suas propriedades de geracao de radicais livres, inibicdo da

sintese proteica e de acidos nucléicos o tornaram um promissor protétipo para ser
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investigado contra Mtb (ENDERS et al., 2007).

Figura 5-Estrutura quimica do benzofuroxano
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Fonte: autoral

Do ponto de vista sintético a obtencdo do sistema benzofuroxano pode
ocorrer por: adicdo a alcenos seguidos por ciclizacado intramolecular; ciclizacédo
intramolecular oxidativa, termoquimica ou fotoquimica; condensacéo intermolecular;
e reacOes de rearranjo (Figura 6). Em relacéo a estabilidade, os benzofuroxanos séo
compostos estaveis do ponto de vista térmico, bem como em meios acidos,
entretanto, sdo menos estaveis frente a bases (WANG et al., 2002; ROMEO,;
CHIAACCHIO, 2011).

Figura 6 -Mecanismo de reacgao para formar o benzofuroxano.
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Fonte: autoria propria.

Os benzofuroxanos sédo capazes de gerar EROS apos bioativacdo (OLEA-
AZAR et al., 2005; CASTRO et al., 2009; BOIANI et al., 2010). A presenca da
subunidade =N(—0O) O- nos derivados benzofuroxanos pode conferir a estas
propriedades aceptoras de elétrons semelhantes as dos nitros compostos

aromaticos ou dos N-Oxidos, que sd&o amplamente utilizados como agentes
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antitumorais e/ou agentes citotoxicos ativados biorredutivamente.

Diversos derivados benzofuroxanicos ja foram relatados na literatura com
potente atividade anti-Mtb. A Figura 7 apresenta um promissor derivado
benzofuroxano descoberto por Fernandes e colaboradores. O composto apresenta
valores de CIMgo menores do que diversos farmacos anti-tb. Além disso, o0s
compostos demonstraram potente atividade contra cepas de MDR-Mtb (Figura 7)
(FERNANDES, 2021).

Figura 7 - Derivados benzofuroxanos com potente atividade anti-Mtb.

BZ8

CIMgg = 1.10 pM (Hz;Rv)
CIMgg >25.0 yM (MDR)

Fonte: FERNANDES, 2017

O BZ8 apresentou atividade contra Mtb H37Rv (ATCC 27294) com valores de
CIMgo de 1,1 uyM. Foi ativo também contra o microrganismo em estado de laténcia
(CIMoo: 6,6 uM), e contra isolados mono- e multirresistentes (CIMeo: 1,2 — 8,5 uM).
Demonstrou ainda alto indice de seletividade em modelo intramacrofagico e
auséncia de efeitos citotoxicos, mutagénicos e genotéxicos. Estudos in vivo usando
camundongos infectados demonstraram que o tratamento dos animais com BZ8
durante 30 dias reduz a zero as unidades formadoras de colénias no pulmao dos
animais, apresentando assim, efeito esterilizante (FERNANDES et al., 2017). Neste
trabalho de conclusédo de curso, em continuidade com a linha de pesquisa do
Lapdesf, realizaremos a sintese de novos derivados benzofuroxanos planejados

contra Mtb.

3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho de conclusdo de curso, consiste no
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planejamento, sintese e caracterizacdo estrutural de novos derivados de

benzofuroxano planejados contra a Mtb.
3.2 Objetivos especifico

o Sintese, isolamento e caracterizacdo estrutural dos

intermediarios 3a, 3b, 3*a, 3*b aminas aromaticas e benzofuroxanos 5c;

o Sintese, isolamento e caracterizacao estrutural do produto 6a.
4. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

A modificacdo molecular é uma estratégia utilizada no planejamento estrutural
que utiliza uma molécula ja descrita na literatura como protétipo para o
desenvolvimento de um novo composto (VARGAS; ARAUJO; LOURENCO, 2019). A
modificacdo visa identificar melhores propriedades fisico-quimicas do analogo e
melhorar perfil farmacocinético e farmacodinamico. Dentre as estratégias utilizadas
podemos citar: simplificagcdo, associacdo molecular, latenciagdo, bioisosterismo
(VARGAS; ARAUJO; LOURENCO, 2019).

Anteriormente em nosso grupo de pesquisa realizamos modificagcdo da
estrutura quimica do BZ8, por meio da substituicdo da subunidade N-acilhidrazona
por uma ligacdo amida. Essa troca foi realizada a fim de aumentar a estabilidade
guimica da nova série de compostos, uma vez que a N-acilhidrazona apresenta
certa labilidade em pHs acidos (FERNANDES et al., 2016, 2017; MELO et al., 2018).

Posteriormente, o anel piridinico presente no BZ8 foi substituido pelo anel
fenila substituido por flior na posicdo meta (em relagdo a amida) e um anel
morfolinico na posicéo para em relacdo a ligacdo amida. O novo composto (GF-5)
sintetizado foi avaliado contra vérias cepas de MDR-Mtb. Os resultados contra essas
cepas MDR foram melhores do que BZ8 e os valores de CIMgo encontrados variaram
de 1,81 a 5,23 uM. Este resultado promissor contra cepas resistentes nos motivou a
expandir a série de compostos avaliando diferentes substituintes ligados ao anel
fenil substituido por fldor, incluindo aminas ciclicas e piperazinas substituidas com
diferentes anéis aromaticos / heteroaromaticos. Portanto, nos concentramos em

expandir a cadeia de anéis ligados ao nucleo benzofuroxanico. Primeiramente,
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substituimos o anel 4-piridina (anel A) presente em BZ8 por um anel fenil substituido
por flior (anel A) e uma amina ciclica (anel B) na posicédo para em relacéo a ligacao

amida (Figura 8).

Figura 8-Modificacdo do BZ8 utilizando bioisosterismo. Nessa estratégia foi

realizada ainda a expansdo do anel A presente no BZ8

Substituicdo da N-
acilhidrazona por uma amida

BZ8 GF-5

Anel A = anel fenila flior-substituido ou anel fenila
Anel B = piperazina, azepano, tiomorfolina, morfolina
Anel C = fenil, fenil substituido, piridinas, pirimidina e fenilcarbonil

Fonte: FERNANDES,2021

Dentre as estratégias de modificacdo, o bioisosterismo tem como principio a
troca de atomos semelhantes, seja na estereoquimica ou no efeito eletrbnicos para
desenvolver moléculas com perfis farmacodinamicos e farmacocinéticos distintos
(VARGAS; ARAUJO; LOURENCO, 2019).

Essa técnica é classificada em classica, em o substituinte tem similaridades
eletrénicas e estéricas, e ndo classica (VARGAS; ARAUJO; LOURENCO, 2019). O
bioisosterismo nado classico € uma troca que nem sempre se relaciona com a
similaridade estérica ou eletrénica, mas que em muitas situacdes podem apresentar
a mesma funcdo no receptor farmacoldgico (VARGAS; ARAUJO; LOURENCO,
2019).

Utilizando o bioisosterismo classico, o presente trabalho baseou-se nos
compostos desenvolvidos no Lapdesf (BZ8 e GF5) com potente atividade anti-

Mycobacterium tuberculosis (FERNANDES, 2021). Especificamente neste projeto, a
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proposta de modificacdo € substituir o carbono do anel ciclo aromatico presente no

benzofuroxano por um nitrogénio (Figura 9).

O objetivo de tal modificacdo visou diminuir o log D do composto e por
consequéncia aumentar hidrossolubilidade e distribuicdo no organismo, aumentando
seu potencial de acao anti-tb (FERNANDES, 2021). Este efeito tornou-se necessario
devido a baixa solubilidade dos anélogos de GF5, demandando modificacdes na

estrutura quimica.

Figura 9-Modificagdo dos compostos de benzofuroxanos.

Fonte: autoria prépria.

Para predicdo das propriedades dos novos compostos foi utilizado a base de
dados pkCSM, e parametros como solubilidade em agua, permeabilidade em células
caco-2, propriedades ADME, mutagenicidade, genotoxidade, hepatotoxicidade e
cardiotoxidade (hERG | e hERG II) foram caracterizados (DOUGLAS et al, 2015).



5. MATERIAL E METODOS

5.1 Reagentes

.
.

Aldrich);
.

Aldrich);
.
.
.

3,4-Difluornitrobenzeno 99% (Sigma Aldrich);
4-cloro-3-nitro acido benzoico 98% (Sigma Aldrich);
6-cloro-3-nitro acido benzoico 97% (Sigma Aldrich);
Acetato de etila P.A. (Quemis);

Acetona P.A. (Synth);

Acetonitrila P.A. (Sigma Aldrich);

Azida de sédio P.A. (Merck);

Bicarbonato de sédio (NaHCO3) P.A. (Across);
Celite (Sigma Aldrich)

Cloreto de amonio (NH4CI) P.A. (Across);

Cloreto de sodio (NaCl) P.A. (Sigma Aldrich);
Dimetilformamida (DMF) P.A. (Sigma Aldrich);
Dimetilsulfoxido (DMSO) P.A. (Vetec);

Etanol P.A. (Synth);

Eter de petroleo P.A. (Sigma Aldrich);

Eter etilico P.A. (Sigma Aldrich);

Hexano P.A (Sigma Aldrich);

Metanol P.A. (Sigma Aldrich);

N, N-diisopropiletilamina (DIPEA) 99% (Sigma Aldrich);

Silica gel para cromatografia em coluna 40-60 um
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(Sigma

Silica gel para cromatografia em coluna 63-200 pum (Sigma

Sulfato de sédio anidro P.A. (Synth);
Tiomorfolina 98% (Sigma Aldrich);
Tolueno P.A. (Synth);

Trietilamina P.A., 99% (J.T. Baker).

5.2 Equipamentos
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o Balanca analitica SHIMADZU Marte® modelo AY 220, Japao;

o Balanca semi-analitica Gehaka® modelo BG 200, Brasil;

o Sistema de cromatografia em coluna automatizada Biotage
modelo IsoleraTM One, Suécia;

o Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker®
modelo avance 400 UltrashieldTM operando a 300 MHz para 1H,;

o Rotaevaporador Buchi® modelo R-210/215, Suica.

5.3 Estudos computacionais das propriedades ADME dos novos

derivados benzofuroxanos

As propriedades in silico foram determinadas usando a plataforma
SwissADME disponivel gratuitamente por meio do endereco eletronico:

http://www.swissadme.ch/ (Daina et al., 2017).
5.4 Metodologia sintética
5.4.1 Sintese dos derivados de benzofuroxano (5c)

Para obtencdo dos compostos finais sera explorada a sintese mostrada na
figura 10 a seguir. Na primeira etapa para a sintese dos derivados benzofuroxanos,
0S compostos 5a serd tratada com azida de sédio e DMSO na temperatura de 75 °C
para formacdo dos compostos 5b, acido 3-azido-2-nitroisonicotinico. Em seguida,
este mesmo composto sera tratado com tolueno, na temperatura de 106 °C para

formacao do benzofuroxano 5c¢ (Figura 10).

Figura 10-Condigdes reacionais e reagentes: I) NaN3, dimetilsulfoxido,
refluxo, 1h, 75° C.; Il) Tolueno, refluxo, 3h, 106° C.

| 0
0. oH OH Il o) g
Booc i L N, ;
S Nang 106°c, 30 HO™ YN
| P DMSO Z _— ;

N7 NO, N™ "NO; Tolueno SNON

5a 5b 5¢

Fonte: autoria propria


http://www.swissadme.ch/
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Procedimento experimental:

) A formacdo do benzofuroxano 6-carboxi- [1,2,5] oxadiazolo [3,4-b]
piridina 1-6xido ocorreu em duas etapas. A primeira etapa consistiu no tratamento de
6-cloro-3-nitro acido benzoico, 5a (500mg; 2,49 mmols) em 15 mL de DMSO anidro.
A azida (180 mg; 2,76 mmols) foi adicionada ao meio lentamente e em pequenas
quantidades para a temperatura ndo ultrapassar 75°C deixando sob agitacdo até
completa dissolucdo. O acompanhamento reacional foi realizado por cromatografia
de camada delgada (CCD), utilizando a eluicédo (1:1) diclorometano: éter de petrdleo
mais 5% de &cido acético como fase moével. As placas cromatogréficas foram
posteriormente visualizadas sob luz ultravioleta (254 nm). Apds 1h de reacdo houve
consumo completo do reagente visualizado por meio da CCD. Entdo, o meio
reacional foi resfriado por 1h. Decorrido este tempo houve a extracdo da fase
organica em acetato de etila, coletada em funil de separacdo, e foi adicionado
sulfato de so6dio anidro, seguido de uma etapa de filtracdo. Por fim, o solvente foi

evaporado a pressao reduzida, levando a obtencédo da molécula (5b).

1)) Em um baldo reacional de 50 mL, foi dissolvido o composto (5b) em 30
mL de tolueno. Em seguida, o meio reacional foi mantido sob agitacdo em refluxo
por 3 h. O acompanhamento reacional foi realizado por cromatografia de camada
delgada (CCD), utilizando a elui¢édo (1:1) diclorometano: éter de petréleo mais 5% de
acido acético como fase mével. As placas cromatograficas foram posteriormente
vizualizadas sob luz ultravioleta (254 nm). A purificagcdo dos produtos foi realizada
por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de diametro), utilizando como fase
estacionéria silica flash (12 cm de altura) e fase médvel diclorometano: éter de
petréleo + 5% acido acético (1:1, v/iv) em modo isocratico. Por fim, o solvente foi
evaporado a pressdo reduzida, e o composto 6-carboxi- [1,2,5] oxadiazolo [3,4-b]

piridina 1-6xido foi obtido como um sélido de cor amarelo.
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5.4.2 Sintese dos produtos contendo o nucleo benzofuroxano (6a e 9a)

Figura 11- Esquema sintético para obtencdo das aminas intermediarias e

produtos 6a e 9a

o o 0
R v R )\f\ AN OH o™ 0 F N
—\ - an N =
(\\rN N—@—NOZ @N N‘@NHZ Ol s NﬂN@
=N / N _/ N N N= HN _/
F 3*a 3*b 5¢c v 9
A a
F NO, o, 0 B
R \% R 0 .
1 s — N O/N\ A OH N o) N
s N NO;, S N NH, O | ] == 99\ NP
— _/ N N v N= _ N N
3a 3b 5¢ N H

Fonte: autoria propria

Procedimento para obtencédo das aminas 3b e 3*b

[l)  Em um baldo reacional de 25 mL, foi adicionado 4,12 mmols de
tiomorfolina ou 1-2piperazil piperazina, 1,5-2 equivalente molar de trietilamina
anidro e 8mL de acetonitrila anidro. A reacdo foi mantida sob agitacao por 15
minutos. Posteriormente, foi adicionado 1 equivalente molar de 3,4-
difluornitrobenzeno (1). A reagéo foi mantida sob agitagdo em refluxo por 6 h.
Quando necessério, os produtos foram purificados por cromatografia em
coluna utilizando como fase movel hexano: acetato de etila (90:10, v/v). Os
produtos (3a ou 3*a) foram obtidos como sélidos de coloracédo laranja ou bege

respectivamente.

V) Em um baldo reacional de 50 mL, foi adicionado 1 g do nitroaroméatico
correspondente (3a ou 3*a), 3 equivalentes molares de NH4ClI, 8 mL de agua
e 20 mL de etanol. Em seguida, ap0s agitacdo vigorosa, foi adicionado
lentamente 4 equivalentes molares de ferro. A reagdo foi mantida sob
agitacdo em refluxo por 1 h. ApoOs o tempo da reagdo, a mistura reacional foi
filtrada em celite e lavada com metanol. O metanol foi evaporado sob pressao

reduzida e o produto foi solubilizado em 50 mL de diclorometano. A fase
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organica foi lavada com agua, solucdo saturada de bicarbonato de sodio e
solucéo saturada de cloreto de sédio. Adicionou-se sulfato de sédio anidro a
fase orgéanica, para eliminacdo de resquicios de agua, que foi filtrada e
evaporada sob pressdo reduzida. A purificacdo do produto foi realizada por
cromatografia em coluna (coluna 5 cm de diametro), utilizando como fase
estacionaria silica gel [10 cm de altura (tamanho do poro 60 A; tamanho de
particula 40-60 um)] e fase movel hexano: acetato de etila (9:1, v/v) para a 3-
fluoro-4-tiomorfolina (3b) e para a 3-fluor-4-(4-(piridin-2-il) piperazin-1-il)
anilina (3*b) em modo isocratico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com
auxilio de uma bomba de presséo. Os produtos (3b e 3*b) foram obtidos como

solidos de coloragdo marrom.
Procedimento para obtencéo dos produtos 6a e 9a

V) Em um baldo reacional de 25 mL, foi adicionado 0,1 g do
benzofuroxano (5¢) (5,5 mmol) e 0,1 g de CDI (6,6 mmol) em 2 mL de
acetonitrila anidra. A mistura reacional foi mantida sob agitagéo por 3
hora. Em seguida, adicionou-se 0,6 equivalentes molares da arilamina
correspondente (3b ou 3*b) (3,6 mmol). A reacdo foi mantida sob
agitacdo por 12 h em temperatura ambiente sob atmosfera de
nitrogénio. A purificacdo dos produtos foi realizada por cromatografia
em coluna (coluna 5 cm de didmetro), utilizando como fase estacionaria
silica gel [15 cm de altura (tamanho do poro 60 A; tamanho de particula
40-60 um)] e fase movel acetato de etila: hexano (70:30, v/v) em modo

isocratico.
5.5 Métodos analiticos
5.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As andlises em placa de cromatoplacas de aluminio (AL TLC) de silica-gel 60
F254 Sigma® ou Merck® foi realizada para acompanhamento das reacbes e
avaliacdo dos produtos sintetizados. Onde a visualizacdo das substancias formadas

ocorre em camara de luz ultravioleta (254 e 365 nm) ou exposicao a I2.
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5.5.2 Determinacao da faixa de fusdo

As faixas de fusdo das moléculas foram determinadas em um aparelho capilar
Melting Point Apparatus SMP3, Stuart Scientific®.

5.5.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises realizadas no Instituto de Quimica, UNESP-Araraquara, foram
realizadas em um espectrometro de 300 MHz para 1H. O solvente deuterado
utilizado no preparo das amostras foi DMSO-d6. Os deslocamentos quimicos sao
reportados em partes por milhdo (8) os deslocamentos sdo representados por

simpleto, dupleto, duplo dupleto, dupleto de dupleto de dupletos, tripleto e multipleto.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Estudos computacionais das propriedades ADME dos novos derivados

benzofuroxanos

As propriedades farmacocinéticas (ADME) foram analisadas usando a
plataforma SwissADME (DAINA et al., 2017). Além destas, foram analisados
parametros de hidrossolubilidade e log D. A alteracdo da solubilidade em agua afeta
diretamente os parametros ADME, e o0 uso de programas de simulagcdo podem

assistir ao pesquisador na selecdo dos compostos bioativos mais promissores.

Previamente o grupo de pesquisa do Lapdesf havia identificado o GF5 e
analogos como proto6tipo anti-Mtb, apresentando atividade contra cepas MRD-TB.
Entretanto, a baixa solubilidade em agua desses compostos € um inconveniente que
pode ser otimizado. Aqui neste trabalho, a proposta inicial versava em investigar se
0 bioisosterismo aumentaria a hidrossolubilidade da molécula através da diminui¢cdo
do log D, mantendo valores parecido de absorcéo intestinal o que garantiria haver

ainda boa absor¢cédo, comparado com as moléculas de referéncia.

A Tabela 5 mostra as propriedades encontradas para os compostos analogos
do GF5. Para os analogos foi aplicada a estratégia de biosisoterismo classico em
gue o atomo de carbono foi substituido pelo nitrogénio. Os resultados mostram que
0s bioisosteros contendo o nitrogénio (6a e 9a) apresentam maior solubilidade em

agua, o que reflete maior hidrossolubilidade e menores valores de log D. Como
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esperado, essa sutil modificacdo molecular refletiu na modificacdo dos parametros
ADME obtidos in silico. Ao comparar o volume de distribuicdo do composto 6a e 6b
podemos observar que para 6a temos um menor volume de distribuicédo, refletindo
em uma menor porcentagem de fracdo de farmaco ligada. Esse efeito esta

relacionado a maior solubilidade em agua de 6a.

A permeabilidade e a absorcdo intestinal também s&o parametros
relacionados a solubilidade. Para os compostos 6a e 9a foram observadas menores
porcentagens de absorcao intestinal e menores valores de permeabilidade (simulada
em células caco2). Para o composto 6a o valor simulado da absorcédo intestinal foi
de 85,43%, enquanto para o composto 6b esses valores forma de 94,74%. Em
relacdo a permeabilidade em caco2 para o composto 6a foi identificado valor de
0,394, enquanto para 6b foi de 0,98.

N&o foi observado modificacdo quanto ao padrdo de metabolizacdo. Ambos
6a/6b podem ser substratos de CYP3A4 e causarem inibicdo de CYP1A2. Ja para 0s
pares 9a/9b mesmo perfil de metabolizag&o foi observado, sendo ambos substratos
de CYP3A4 e capazes de causar inibicdo de CYP1A2. Para 9a além da possivel
inibicdo de CYP1A2, modelo preditivo também aponta possivel inibicdo de CYP3A4.
(Tabela 5).

Os parametros de toxicidade simulados em canais hErg (cardiotoxicidade),
hepatotoxicidade, mutagenicidade nao foram alterados de forma significativa para os
pares 6a/6b e 9a/9b. Também né&o foi observado modificacdo quanto a inibicdo de

glicoproteinas de efluxo (PgP).

Cabe ressaltar que os dados foram obtidos de forma simulada, e que ha
necessidade da realizagdo de experimentos para confirma-los; apesar disso, é
evidente a alteracdo causada pela modificacdo bioisosterica principalmente na
solubilidade, o que afeta a maioria dos parametros avaliados. Frente aos resultados
obtidos na simulagdo, ambo os compostos foram sintetizados e caracterizados como

apresentado na subsecéo a seguir.



33

Tabela 5-Dados obtidos pelo programa pKcsm

Compostos Volume Fragéo
De néao
distribui  ligada

a0

ol -0,051 0,28

9a

MM: 435,419 g/mol
Solubilidade em agua: -
3,576

Logo D: 2,3

SN 0,346

=

O

0,205

9b

MM: 434,431 g/mol
Solubilidade em agua: -
3,528

Log D: 2,95

Metaboliza AME Inibidor
do por: S da hERG
| e hERG

Substrato Sim
de

CYP3A4

hErgl: ndo
hErgll: sim

Inibidor de:
CYP1AZ2;
CYP3A4

Substrato ndo
de
CYP3A4

hErgl: ndo
hErgll: sim
Inibidor de:

CYP1A2;
CYP2C19

Fonte: dados cientificos

Clear

0,245 sim

hepat Absor Permea
otoxi  ¢éo bilidade
cidad intesti CACO-
e nal 02

87,353 0,79

2

0,3 sim 9435 0,61
3

Inibidor
ap

Substrato
:sim
Inibidor I:
sim
Inibidor
Il: ndo

Substrato
:sim
Inibidor I:
sim
Inibidor

Il: sim
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6.2 Sintese e caracterizacao estrutural dos bioisdsteros (6a e 9a)

Os compostos 6b e 9b j& forma previamente sintetizados e avaliados pelo grupo
de pesquisa (FERNANDES, 2021). Portanto, nessa discussdo sera dado foco a
preparacdo dos compostos 6a e 9a. As sinteses como abordadas nas metodologias
foram realizadas nas etapas de preparacdo do benzofuroxano (5c); sintese dos
derivados piperazinicos contendo a funcdo amina (3b e 3*b); e acoplamento para

formacao da ligagdo amida (6a e 9a).

A interpretacdo dos espectros de RMN de 'H de todos os compostos sintetizados
basearam-se nas referéncias de PAVIA, 2010. Ja os deslocamentos quimicos foram
comparados com os dados disponiveis na literatura relativos a caracterizacéo

estrutural de moléculas estruturalmente similares (FERNANDES, 2021).

Além da comparacéo dos deslocamentos quimicos do RMN obtidos em sinteses
semelhantes, como da aluna de mestrado Maria Gabriela Deberaldini do laboratério

de pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos

6.2.1. Sintese do benzofuroxano (5c)

o _
; O
e
3\N2 N

5¢c

Sélido amarelo; rendimento 25%; P.F.: 156-160 °C. *H RMN (300 MHz, DMSQgs) d:

9.20 (s, 1H; H5), 8.58 (s, 1H; H3).

O derivado 5c foi sintetizado em nosso grupo de pesquisa pela mestranda

Maria Gabriela Deberaldini, e ndo foi descrito ainda na literatura. Para sintese desse
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composto, a primeira etapa consistiu na reacéo entre o acido 6-cloro-5-nitrobenzoico
e azida de sodio em DMSO, levando a formacdo do intermediario 3-azido-2-

nitropiridinobenzoico acido (5b).

Esta reacdo se d4 por um mecanismo de substituicdo nucleofilica aromatica,
no qual a azida atua como nucledfilo. Na segunda etapa, ocorre uma reacdo de
ciclo-condensacdo envolvendo um rearranjo intramolecular que favorece o
fechamento do anel benzofuroxano (5c). O composto (5c¢) foi obtido como um sdélido
de coloracdo amarelo com rendimento de 25% e faixa de fuséo variando de 156-

160°C.

A elucidacdo estrutural dos compostos, foi realizada pela técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN H?), operando em 300 MHz.
No espectro RMN 'H do derivado benzofuroxano (5c), observamos os dois sinais
correspondentes aos hidrogénios aromaticos, apresentando como multiplicidade
dupletos e deslocamento quimico em 8,58 ppm e 9,20 ppm, respectivamente (Figura
12). O hidrogénio da funcado acido carboxilico ndo aparece, pois tem troca com 0s

atomos de deutério do solvente DMSO ou com a agua (FERNANDES, 2021).
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Figura 12 — Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

(RMN H) do composto 5¢

2.50 DMSO-d6

—
—8.58

=——-—0,20

.
-
[

LO74
| LO0T

9.5 9.0 .5 8.0 75 7o B.5 6.0 55 4.5 4.0 s in 5 2.0 15 1o 0.5 o

5.0
f1 (ppm)

Fonte: dados cientificos
6.2.2 Sintese dos derivados piperazinicos contendo a funcao amida (3b e 3*b)

A sintese dos compostos 3b e 3*b ocorreu em duas etapas 1) formacéo do
intermediario nitroaromatico 3a/3*a; Il) reducdo da funcdo nitro para as respectivas
aminas (3b/3*b). A reacdo para formacao dos nitroaromaticos leva a compostos com
bons rendimentos com valores médios de 54% para 3a e 3*a reacdo que ocorre
através da substituicdo nucleofilica aromatica entre o 3,4-difluornitrobenzeno e as
aminas. Os intermediarios nitroaromaticos (3a e 3*a) necessitam de purificacdo por
cromatografia em coluna. A tabela 6 mostra algumas propriedades dos compostos

3a e 3*a.
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Tabela 6 - Faixa de fusado, rendimento e aspecto dos compostos 3a e 3*a

Faixa de fusao Rendimento Cor

Composto
s S_s 55-56°C 54% Laranja
L
3 (& F
2 6
1
NO,
3a
NO 150-155°C 54% Bege
3 ’ 5I:
T N v
(.

Fonte: dados cientificos
Os intermedidrios nitro-aromaticos 3a e 3*a foram caracterizados por RMN *H,
conforme descricdo a seguir. Os respectivos espectros de RMN !H estdo

apresentados nas Figuras 13 (3a) e Figura 14 (3*a).
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Figura 13-Espectro de Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) do

composto 3a.
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Fonte: FERNANDES,2021.

A caracterizacdo do intermediario 3a apresentam sinais entre 8,04 — 7,17
ppm, correspondente aos hidrogénios aromaticos, integrando um total de trés
hidrogénios. O H2 aparece com maior deslocamento quimico, em 8,04 — 8,01 ppm,
devido ao efeito retirador de elétrons do grupo vizinho nitro na posicdo 1, seguindo
dos hidrogénios H6 e H3, (7,99 — 7,97 e 7,23 — 7,17 ppm, respectivamente). J& 0S
hidrogénios metilénicos do anel tiomorfolina, apresentam seus sinais com
deslocamentos quimicos entre 3,59 — 2,73 ppm, com integracéo resultando um total
de oito hidrogénios metilénicos, como multipletos. Os hidrogénios da posicdo H7
(3,59-355 ppm) sédo mais desblindados comparados com os H8 (2,76-2,73 ppm), isto

se deve pelo efeito indutivo do atomo vizinho nitrogénio.

Na elucidacdo do composto 3*a, observa-se muitos sinais na regiao do
espectro que compreende os hidrogénios aromaticos (8,15 - 6,67 ppm), somando as
integrais deste apresente um total de sete hidrogénios. Os hidrogénios na posi¢ao

H13, H2 e H6 sdo os mais desblindados, devido ao efeito retirador do nitrogénio da
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piridina e do substituinte nitro. Na regido entre 3,67 - 3,40 ppm correspondem aos

oito hidrogénios metilénicos do anel piperazina (Figura 14).

Figura 14 -Espectro de Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) do

composto 3*a
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Fonte: FERNANDES, 2021.

No espectro de RMN *H do intermediario amina aromatica 3b, destaca-se pela

presenca de um singleto em 5,08 ppm, integrando para dois hidrogénios, este sinal

corresponde a amina primaria comprovando a reducdo e, consequentemente, a

conversdo do grupo nitro para a respectiva amina. Além disso, é possivel observar

que os hidrogénios arométicos H2, H3 e H6 apresentam uma pequena reducdo nos

valores do deslocamento quimico (6,82-6,28 ppm), em relagdo ao seu composto 3a,

devido ao efeito doador da amina (Figura 15).
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Figura 15 — Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) do

composto 3b
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Fonte: Fernandes, 2021.

Na andlise do espectro RMN 'H 3*b, destaca-se o sinal em 5,01 ppm, singleto
integrando para dois hidrogénios, comprovando inter conversdao do grupo funcional

nitro para amina. Os demais sinais ndo apresentaram mudancas significativas em

seus deslocamentos apos a etapa de reducdo do grupo nitro.
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Figura 16— Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) do

composto 3*b
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Fonte: Dados cientificos.

As propriedades fisico-quimicas dos intermediarios amina arométicos 3b

3*b, estdo ilustradas na tabela 7 abaixo.
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Tabela 7 - Faixa de fusao, rendimento e aspecto dos compostos 3b e 3*b

Composto P.F Rendimento Cor
NH2 80-85°C 54% marrom
2 6
5
3 ) E
7 N 7
SESJS
3b
NH,
2 ! g
3 h GF

96-100°C 63% marrom

3*b

Fonte: Dados cientificos.

Uma das principais diferencas observadas para os compostos 3b e 3*b
comparado aos intermediarios anteriores 3a e 3*a, € a auséncia do efeito indutivo
causado pelo grupo nitro que nao esta presente em 3a e 3*a. Além disso, no
espectro de RMN *H é possivel observar a presenca de dois hidrogénios integrando
para dois em 3.6 ppm e 5.01 ppm para os compostos 3b e 3*b, respectivamente.

Esses dados sugerem a obtencédo do composto desejado.
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6.2.3 Sintese do produto (6a)

%

149 1B 4 8 O
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__/ H _ 0
14 13 A1 12 32N
6a
Composto 6a

A formacdo do composto final 6a ocorreu pelo acoplamento do benzofuroxano
(5¢) contendo a funcao acido carboxilico com a arilamina (3b) para a formacéo da
ligacdo amidica. A reacdo foi realizada em acetonitrila anidra na presenca de CDI
como agente acoplante. A purificacdo dos compostos finais obtidos foi realizada por
cromatografia em coluna. Por meio desta metodologia somente foi possivel a

obtencédo do composto 6a, com rendimento de 23%

No espectro RMN H do composto final 6a, observamos que este apresenta
outros sinais além do produto, indicando que ele ndo estad puro. Destaca-se para
singleto bem deslocado no espectro em 10,68 ppm, correspondente ao hidrogénio
da amida indicando a formacé&o da ligacdo amidica. Além disso, é possivel verificar a
presenca de cinco hidrogénios aromaticos, sendo trés da amina aroméatica mais dois

do derivado benzofuroxano (9,40-7,09 ppm) (Figura 17).
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Figura 17 -Espectro de Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) do

composto 6a.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho de conclusdo de curso realizou o planejamento dos compostos
6a e 9a, moléculas inéditas de derivado de benzofuroxano, a partir dos compostos
6b e BZ8 descobertos anteriormente por FERNANDES e companhia com a
finalidade de melhorar a solubilidade e distribuicdo do composto 6b, aumentando

assim sua poténcia contra cepas MDR-Mtb por meio de um bioisosterismo classico.
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Entretanto apenas conseguiu ser sintetizado e caracterizado por RMN H1 o
composto 6a e os intermediarios 3a, 3*a, 3b, 3*b e 5c, obtendo rendimentos 23% do

produto final e dos intermediérios diferentes rendimentos reacionais.

Mesmo havendo impurezas no espectro de RMN H1 do produto 6a ha indicios
da formacdo da molécula de interesse, portanto mais caracterizacbes e
investigacbes dessa molécula, bem como otimizacdo da sintese sdo questdes a

serem abordadas em trabalhos futuros.
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