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IMPACTO POTENCIAL DESSA PESQUISA 

A pesquisa desenvolvida e apresentada nesta tese apresenta impactos no âmbito científico, 

educacional e, a longo prazo, social e econômico. Durante o desenvolvimento do trabalho foram 

escritos e publicados em periódicos internacionais artigos científicos relacionados aos resultados 

obtidos e revisões bibliográficas sobre o tema, os quais fornecem à sociedade científica 

informações relevantes para consulta e direcionamento. Além disso, o estágio internacional 

realizado pela aluna proporcionou o aprendizado sobre uma nova classe de compostos, as 

PROteolysis TArgeting Chimera (PROTACs), que atualmente têm se mostrado como um tópico de 

grande procura dentro da área de Química Medicinal devido ao grande interesse acadêmico e de 

indústrias farmacêuticas. Com intuito de se divulgar o conhecimento adquirido, foram proferidos 

seminários sobre o tema dentro do grupo de pesquisa e em grupo de pesquisa parceiro no 

Hemocentro da UNICAMP, e têm-se como perspectiva a preparação e oferecimento para pós-

graduação de uma disciplina sobre o tópico. Em relação ao impacto social, destaca-se a escassez 

de medicamentos existentes para tratamento da anemia falciforme e a não abrangência desses 

em relação, principalmente, aos pacientes residentes na África Subsaariana, os quais 

compreendem 70% dos pacientes acometidos com anemia falciforme. Sendo assim, a constante 

busca de novos compostos que possam ser úteis para o tratamento dessa doença e a publicação 

de dados referentes a esse trabalho contribuem para que futuramente se obtenha um novo 

medicamento que seja efetivo, e que garanta uma melhor qualidade de vida desses pacientes. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

POTENTIAL IMPACT OF THIS REASEARCH 

The research developed and presented in this Thesis presents impacts in the scientific area, 

teaching and social area. During the development of this work, papers about the results obtained 

and reviews about the topic were written and published in international journals, providing the 

scientific community with relevant information for consultation and direction. Furthermore, the 

international fellowship provided the student with the knowledge of a new class of compounds, 

the PROteolysis TArgeting Chimera (PROTACs), which nowadays is an area of great relevance in 

the Medicinal Chemistry field due to the great interest of the pharmaceutical industry. Aiming to 

spread the knowledge, seminars were presented in our research group and also in a research 

group of a collaborator in the Hematology center at the UNICAMP. It is expected to offer a 

discipline about the topic to the post-graduate students. Regarding the social impact, it is 

important to highlight the lack of medicines for the treatment of sickle cell disease and the lack 

of coverage of these in relation to those who needs it the most. Therefore, the persistent search 

for new compounds that would be able to treat this disease and the publication of the data 

obtained in this work increase the possibility for the obtention of a new medicine in the future 

that is effective, safe and that contemplate all the people who need it.  
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RESUMO 

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia causada por uma mutação pontual no gene da β-

globina. Essa mutação resulta na formação de uma hemoglobina mutada (HbS) que polimeriza e causa 

mudanças irreversíveis na morfologia das hemácias, a qual adquire a forma de foice e é responsável 

pela fisiopatologia da doença. Dentre as estratégias descritas para tratamento da AF está a indução de 

expressão de γ-globina e produção de hemoglobina fetal (HbF), a qual é capaz de diminuir os sintomas 

da doença por reduzir as taxas de polimerização, dentre outros efeitos, e foi a estratégia selecionada 

para o presente trabalho. As enzimas epigenéticas histonas deacetilases (HDACs) 1 e 2 foram os alvos 

explorados para desenvolvimento de novos indutores de expressão de γ -globina e produção de HbF. 

Sendo assim, este trabalho foi dividido em duas partes: 1) Planejamento, síntese e avaliação 

farmacológica de novos inibidores de HDAC 1 e 2; 2) Planejamento, síntese e avaliação farmacológica 

de novas PROTACs para degradação de HDAC 1 e 2. Na primeira parte foram sintetizados 24 

intermediários e 7 produtos finais inéditos com rendimentos que variaram entre 29 e 85%. Os dois 

compostos mais promissores ((21) e (31)) apresentaram valores de IC50 variando entre 17 e 950 nM e 

importante seletividade contra as HDACs 1 e 2. Em um ensaio preliminar utilizando-se células 

eritroleucêmicas (K562) ambos os compostos foram capazes de aumentar em, aproximadamente, 7x a 

expressão de gama-globina a 1 µM após o tempo de tratamento de 72h e 96 h sendo superior ao 

fármaco utilizado na terapia, a hidroxiureia. Na segunda parte, 40 intermediários e 13 moléculas 

inéditas foram sintetizadas com rendimentos que variaram entre 30 e 65%. Todos os compostos foram 

avaliados quanto a degradação das HDACs 1-3 e, de forma geral, os compostos apresentaram 

degradação seletiva contra HDAC-1. Destacam-se os compostos ARP-26, ARP-37 e ARP-49, com valores 

de degradação que variaram de 41 a 60% contra HDAC-1. Os valores de DC50 dos compostos ARP-26 e 

ARP-49 foram determinados, e apresentaram aproximadamente 50% de degradação à 2,5 µM. Sendo 

assim, foi possível sintetizar e obter novos inibidores de HDAC seletivos contra HDAC-1 e HDAC-2 e 

capazes de induzir a expressão de γ-globina a níveis acima do que o fármaco atualmente no mercado 

e que podem ser úteis como candidatos à fármacos para o tratamento da anemia falciforme. Foi 

possível também sintetizar e obter PROTACs inéditas com seletividade de degradação contra HDAC-1.  

Palavras-chave:  anemia falciforme, hemoglobinopatia, epigenética, síntese orgânica, hemoglobina 

 



 
 

ABSTRACT 

Sickle cell anemia (SCA) is a hereditary hemoglobinopathies caused by a single mutation in the gene of 

β-globin. Due to this mutation, a mutated hemoglobin is formed (HbS) leading to polymerization and 

causing irreversible changes in the morphology of red blood cells, which get a sickle shape e is 

responsible for the pathophysiology of the disease. Among the strategies described in the literature 

for the treatment of SCA is the induction of the expression of γ-globin and production of fetal 

hemoglobin (HbF), which is able to diminish the symptoms by reducing the polymerization and was the 

chosen strategy in this work. Epigenetic enzymes called histone deacetylases (HDACs) 1 and 2 were 

explored as targets for the development of new γ-globin and HbF inducers. Therefore, this work was 

divided into two parts: 1) Design, synthesis and pharmacological evaluation of new HDAC 1 and 2 

inhibitors; 2) Design, synthesis and pharmacological evaluation of new PROTACs for degradation of 

HDAC 1 and 2. In the part 1, it was synthesized 24 intermediates and 7 final products in yields ranging 

from 29 and 85%. Two of the most promisor compounds presented IC50 values ranging from 17 to 950 

nM and interesting selectivity towards HDACs 1 and 2. Preliminary assay in erythroleukemic cells (K562) 

demonstrated that both compounds were able to increase γ-globin expression by, approximately, 7-

fold at 1 µM in a period of time of 72 and 96 hours, being most promising than the drug used in therapy, 

hydroxyurea (increase by 2.5-fold at 30 µM). In the part 2, it was synthesized 45 intermediates and 13 

new final PROTACs with yields ranging from 30 to 65%. All compounds were evaluated towards HDAC 

1-3 degradation and, in general, all of them presented selective degradation of HDAC-1. Compounds 

ARP-26, ARP-37 and ARP-49 presented the better degradation levels ranging from 41 to 60% against 

HDAC-1. DC50 values from compounds ARP-26 and ARP-49 were determined and shown approximately 

50% of degradation at 2.5 µM. Therefore, in this work was possible to synthesize and characterize new 

HDAC inhibitors with interesting selectivity against HDAC- 1 and 2 with ability of induction of γ-globin 

in levels that exceed the results seen for the standard drug. It was also possible to synthesize and 

characterize new PROTACs with degradation selectivity against HDAC-1. 

Key-words: sickle cell anemia, hemoglobinopathies, epigenetic, organic synthesis, hemoglobin 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Anemia falciforme  

1.1.1. Aspectos gerais 

A hemoglobina (Hb) é uma proteína tetramérica formada por quatro cadeias globínicas e 

associada com um cofator heme, o qual tem como função o transporte de oxigênio. As diversas 

combinações de cadeias globínicas encontradas na Hb resultam nos diferentes tipos de tetrâmero 

que são produzidos durante três diferentes estágios de vida do ser humano: embrionário, fetal e 

adulto. A hemoglobina embrionária são três: Gower I (duas cadeias zeta (ζ) e duas cadeias épsilon 

(ε)), Gower II (duas cadeias alfa (α), e duas cadeias ε) e a Portland (duas cadeias ζ e duas cadeias 

gama (γ)), tendo sua atuação nos estágios iniciais da gestação. A hemoglobina fetal, ou HbF, 

apresenta duas cadeias globínicas α e duas cadeias γ, tem sua produção iniciada nos primeiros 

meses de gestação e é produzida majoritariamente até a troca de hemoglobinas que ocorre entre 

seis meses e um ano após o nascimento, quando a hemoglobina predominante passa a ser a 

hemoglobina adulta (HbA). A HbA apresenta duas cadeias globínicas α e duas cadeias beta (β). 

Uma simples troca de nucleotídeos no gene que codifica a cadeia globínica β da HbA pode resultar 

na formação de uma cadeia globínica e hemoglobina alteradas, as quais serão as responsáveis 

pela fisiopatologia e sintomas que caracterizam a hemoglobinopatia mais prevalente no mundo, 

denominada de anemia falciforme (AF). 

 

1.1.2. Fisiopatologia 

A AF foi descrita pela primeira vez pelo médico James Herrick em 1910 e é uma das primeiras 

doenças genéticas entendidas molecularmente (PAULING et al., 1949). É caracterizada como uma 

hemoglobinopatia causada por uma mutação no gene que codifica a cadeia β da HbA. Como 

demonstrado na Figura 1, o sexto códon do gene da globina β normal é composto por guanina-

adenina-guanina (GAG) e é responsável por codificar um ácido glutâmico (INGRAM, 1956; KATO 

et al., 2018). Esse aminoácido está posicionado na região superficial da globina e, em pH 

fisiológico, sua subunidade ácido carboxílico apresenta-se desprotonada e causa repulsão ao se 

aproximar de outras cadeias globínicas, mantendo assim a hemoglobina “solúvel” no interior da 
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hemácia. Na AF, há uma mutação que resulta na troca da adenina por uma timina, gerando o 

códon GTG, o qual codifica uma valina.  A valina é um aminoácido hidrofóbico e que não apresenta 

carga, sendo assim, em ambientes de baixa tensão de oxigênio será capaz de interagir com outros 

aminoácidos como alanina, fenilalanina e leucina de outras cadeias globínicas, resultando na 

aproximação das hemoglobinas e consequente polimerização das mesmas (VEKILOV, 2007) 

(Figura 1). Quando essa mutação ocorre em apenas uma das fitas de DNA denomina-se traço 

falciforme e quando ocorre em ambas as fitas se denomina AF (Figura 1). A hemoglobina mutada 

presente nos pacientes falciformes apresenta duas cadeias α e duas cadeias mutadas chamadas 

βS e é denominada de HbS (sickle hemoglobin). 

 
Figura 1.  Esquema de representação da hemoglobina normal e das hemoglobinas geradas a partir da 

mutação do gene da globina β  

Fonte: Criado com BioRender.com 
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Quando em seu estado oxigenado (estado relaxado ou estado R), a HbS se mantém solúvel 

dentro da hemácia. Em ambientes de baixa tensão de oxigênio, a hemoglobina adota a sua 

conformação desoxigenada (estado tenso ou estado T) e polimeriza-se formando fibras 

helicoidais de 14 filamentos organizados em fita dupla que são estabilizadas por interações 

secundárias com outras moléculas de HbS (HARRINGTON et al., 1997) (Figura 2). Diminuição de 

pH, concentrações elevadas de HbS, baixas temperaturas e presença de hemoglobinas normais 

também influenciam nas taxas de polimerização da HbS. Essas fibras forçam a mudança de 

formato da hemácia, alterando suas propriedades mecânicas e reológicas de forma significativa 

(BRIEHL, 1983; FRENETTE; ATWEH, 2007) e dando à hemácia a forma de foice (Figura 2). 

 

Figura 2. Representação da polimerização da HbS e modificações da forma da hemácia. (A) Representação 

da fita dupla de HbS encontrada no cristal, onde a valina da cadeia β apresenta cor azul e é possível 

identificar as interações desse aminoácido com as cadeias adjacentes; (B) Crescimento da fibra de 

hemoglobinas e a alteração causada na membrana da hemácia; (C) Imagem de lâmina de esfregaço 

sanguíneo de um paciente falciforme destacando-se a hemácia falciforme. 

Fonte: (A) Imagem retirada de (HARRINGTON et al., 1997); (B) Imagem retirada e adaptada de 

(FRENETTE; ATWEH, 2007) 

Devido às alterações na membrana da hemácia, as taxas de hemólise intra- e extra-vascular 

aumentam, o que é responsável pela diminuição da vida da hemácia em até 75% (KATO et al., 

2018; QUINN et al., 2016). A hemólise tem como consequência a liberação do conteúdo 

intracelular, dentre os quais destacam-se a hemoglobina, enzima L-arginase e dimetilarginina 

assimétrica (ADMA).  A enzima L-arginase converte arginina em ornitina e uréia, e reduz a 
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concentração plasmática de arginina que atua como substrato da enzima óxido nítrico sintase 

(NOS) para produção de óxido nítrico (NO), enquanto a ADMA atua como inibidor de NOS. Esses 

fatores fazem com que a NOS não altere sua conformação, o que seria essencial para síntese de 

NO, e comece a produzir espécies reativas de oxigênio (ROS). Além disso, as moléculas de 

hemoglobinas livres são capazes de sequestrar o NO circulante, diminuindo assim a 

biodisponibilidade do mesmo (KATO et al., 2017; ZENNADI et al., 2008). A baixa disponibilidade 

de NO resulta em um processo denominado disfunção vascular e efeitos como a ativação de 

células endoteliais, ativação de plaquetas e vasoconstrição (KATO et al., 2017).  

A ativação das células endoteliais na AF ocorre devido à interação das hemácias falciformes, 

hemoglobina e grupo heme livres com o endotélio,  e também devido à hipoxia que é induzida 

pela maior concentração de ROS (HEBBEL, 1997, 2008). Além disso, as baixas taxas de NO induzem 

o aumento da produção de endotelina-1 e da expressão de moléculas de adesão, como VCAM1, 

ICAM1, P-selectina, E-selectina, entre outras, resultando no aumento da adesão dos eritrócitos e 

leucócitos (INCALZA et al., 2018; STORCH et al., 2017).  Os eritrócitos falciformes apresentam uma 

taxa de adesão celular aumentada quando comparada aos eritrócitos normais devido a um 

aumento da expressão de moléculas de adesão em sua superfície (HEBBEL, 2008). 

Destaca-se ainda na doença o processo inflamatório crônico, com aumento dos níveis de 

diversas citocinas pró-inflamatórias como, por exemplo, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 

e as interleucinas (IL) IL-1β e IL-6 (MALAVÉ et al., 1993; OWUSU-ANSAH et al., 2015). O TNF- α 

aumenta as propriedades quimiotáticas, induz mudanças nas propriedades coagulantes e 

anticoagulantes, aumenta a aderência de neutrófilos ao endotélio vascular, e contribui para o 

aumento das moléculas de adesão (ICAM, VCAM). Estimula ainda, a produção de radicais livres e 

a síntese de outros mediadores inflamatórios como IL-1 β e PGE2 (LANARO et al., 2009; MALAVÉ 

et al., 1993).   

A Figura 3 apresenta uma representação da formação do agregado heterocelular formado 

entre eritrócito falciforme, plaquetas ativadas e neutrófilos. Esse agregado é responsável pelo 

processo de vaso-oclusão que causa as crises vaso-oclusivas dolorosas em pacientes falciformes, 

e representa a manifestação clínica mais frequente da doença. A vaso-oclusão resulta em infarto 
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de pequenos e médios vasos que irão gerar dores crônicas, infarto e lesão de órgãos e tecidos, e 

aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes. Dentre as complicações agudas e crônicas 

do indivíduo pode-se destacar as dores crônicas, hipertensão pulmonar, anemia hemolítica, 

priapismo, infarto do baço, da medula óssea e da retina, crise torácica aguda, entre outros (KATO 

et al., 2007).  

 

Figura 3. Processo de vaso-oclusão e exemplos das principais complicações encontradas em pacientes 

falciformes  

Fonte: Criado com BioRender.com 

Estima-se que mundialmente nasçam cerca de 5.476.407 crianças com o traço falciforme e 

312.302 com a AF por ano. Aproximadamente 75% dos nascidos com AF são da região da África 

Subsaariana, enquanto que nos EUA a taxa é de 3 mil nascimentos e no Reino Unido cerca de 300 

nascimentos por ano (CHAKRAVORTY; WILLIAMS, 2015; PIEL et al., 2013). No Brasil, dados do 

ministério da saúde de 2016 apontaram o nascimento de 1071 indivíduos com doença falciforme, 

e em 2020 60.094 casos de pacientes heterozigotos e 964 casos de doença falciforme. Os custos 

diretos e indiretos relacionados à AF no Brasil foram estimados em 1,5 bilhão de reais em 2018 

(PINTO et al., 2020).  
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Em relação às taxas de mortalidade, foram registrados no Brasil 6.813 óbitos de pacientes 

falciformes entre 1997 e 2017. A região sudeste compreendeu 48,39% desse número, seguida das 

regiões Nordeste (31,92%), Centro-Oeste (10,3%), Norte (4,96%) e Sul (4,39%). Como 

demonstrado na Figura 4, dentre os anos 2001 e 2014 houve tendência de aumento na incidência 

de mortes, enquanto a partir de 2015 o gráfico mostra um declínio. A tendência de aumento em 

anos anteriores à 2015 pode ser explicada devido à subnotificação ocorrida devido à dificuldade 

de diagnóstico e/ou falta de registros hospitalares. O programa nacional de triagem neonatal 

(PNTN) no Brasil teve início em 2001, e a evolução crescente dos óbitos mostrados na Figura 4 

seguiu o aumento da cobertura do programa. Em relação às regiões brasileiras, todas seguiram a 

mesma tendência nacional, com exceção do centro-oeste onde se visualiza uma maior variação 

dentre os anos (MOTA et al., 2022).  

 

Figura 4. Curvas de tendência de incidência de morte de pacientes falciformes no Brasil (A) e em relação 

às regiões do país (B).  

Fonte: Imagens retiradas e adaptadas de (MOTA et al., 2022). 

A faixa etária entre 15 e 34 anos foi a mais predominante dentro os óbitos registrados, dado 

que reflete a baixa expectativa de vida de pacientes falciformes no Brasil (MOTA et al., 2022). Nos 

EUA, por exemplo, a expectativa de vida de um paciente falciforme é de cerca de 54 anos, 

enquanto de um indivíduo sadio chega a 75 anos (LUBECK et al., 2019) 
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1.1.3. Tratamento 

Atualmente, existem 4 fármacos aprovados pelo FDA para o tratamento da AF, sendo eles: 

hidroxiureia (HU), L-glutamina, voxelotor e crizanlizumab (PAVAN; DOS SANTOS, 2021).  

A HU (Figura 5) foi o primeiro fármaco aprovado para o tratamento da AF pelo FDA (1998) e 

Europa (2007). O principal mecanismo de ação da HU aplicado à AF é através da indução da 

expressão da γ-globina e aumento da produção de HbF através da ativação da enzima guanilato 

ciclase solúvel (sGC)  (COKIC et al., 2003). É proposto que o mecanismo de ativação da sGC seja 

através da reação da HU com a enzima, resultando no aumento dos níveis de cGMP e indução de 

γ-globina (COKIC et al., 2008; COKIC, V. P. et al., 2003). Além disso, a HU também atua através da 

doação de óxido nítrico por ser capaz de reagir com a hemoglobina (HUANG et al., 2002), 

peroxidase (HUANG et al., 2002) e enzimas catalase (HUANG et al., 2004). Apesar desses efeitos 

benéficos,  a HU apresenta sérios efeitos adversos como a mielossupressão e efeito genotóxico 

em tratamentos a longo prazo (NAHAVANDI et al., 2000). 

A L-glutamina (Figura 5) foi o segundo fármaco a ser aprovado pelo FDA (2017) para o 

tratamento da AF. Foi demonstrado que pacientes tratados com L-glutamina apresentaram 

redução nas taxas de hospitalização e da frequência de crises dolorosas. Esse aminoácido é 

substrato para a síntese de glutationa, NAD(H) e NADP(H), e óxido nítrico, sendo então essencial 

para o mecanismo antioxidante do eritrócito (SADAF; QUINN, 2020). Quatro ensaios clínicos 

foram realizados utilizando-se a L-glutamina em pacientes falciformes: o primeiro contou com 

uma amostra pequena de 7 pacientes, mas foi capaz de demonstrar que a suplementação com 

30g de L-glutamina administrada diariamente aumentou o potencial redox (47.2 ± 3.7% to 62.1 ± 

11.8%) e os níveis de NADH nos eritrócitos falciformes (47.5 ± 6.3 to 72.1 ± 15.1 nmol/mL) 

(NIIHARA et al., 1998); o segundo estudo foi realizado com vinte e sete crianças e adolescentes 

utilizando 600mg/kg por dia de L-glutamina por 24 semanas, apresentando redução de 6% no 

gasto energético em repouso e aumento dos parâmetros nutricionais (WILLIAMS et al., 2004); 

num estudo de fase II randomizado, duplo-cego, com controle de placebo e multicêntrico 

conduzido com doses de L-glutamina de 0.3 g/kg duas vezes ao dia por 48 semanas resultou numa 

redução de 40% da frequência de hospitalização e mais de 50% de redução de crises dolorosas 
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(NIIHARA, 2014); o último estudo, de fase III, multicêntrico, randomizado e duplo-cego com 230 

pacientes e mesmo regime de dose do estudo anterior, mostrou novamente redução da 

frequência de hospitalização e de crises dolorosas, o que levou então a aprovação da L-glutamina 

(NIIHARA et al., 2018).  

O voxelotor (Figura 5) é um fármaco oral aprovado pelo FDA em 2019. Seu mecanismo de 

ação é através de sua reação com a amina terminal das cadeias α da HbS formando uma ligação 

covalente reversível e aumentando a estabilidade da HbS em sua forma oxigenada. O tratamento 

in vitro da HbS com voxelotor foi capaz de atrasar o processo de polimerização (DUFU et al., 2018). 

Estudo in vitro e in vivo foram capazes de demonstrar que voxelotor apresenta alta especificidade 

pela cadeia α da HbS e necessita apenas de uma dose diária, o que aumentaria a aceitação dos 

pacientes ao tratamento (HUTCHALEELAHA et al., 2019). Em estudos clínicos de fase 1/2, 16 

pacientes tratados com 700 ou 900 mg de voxelotor por 90 dias apresentaram níveis aumentados 

de Hb, redução da falcização das hemácias e da taxa de hemólise (HOWARD et al., 2019). 

Pacientes que apresentavam sintomas graves da doença foram tratados com 900 mg de volexotor 

por 6-17 meses e foi possível visualizar níveis aumentados de Hb e da saturação de oxigênio, o 

que diminuiu as taxas de hospitalização devido às crises vaso-oclusivas. Os pacientes não 

apresentaram efeitos adversos (BLYDEN et al., 2018). Resultados similares foram observados em 

ensaio clínico de fase 3 com doses de 900 e 1500 mg (NCT03036813). 

O último fármaco aprovado pelo FDA foi o crizanlizumabe, um anticorpo monoclonal 

humanizado, responsável por se ligar à P-selectina e bloquear sua interação com a glicoproteína-

1, diminuindo assim a adesão celular e o processo vaso-oclusivo. Em um estudo clínico de fase 2, 

doses de 5 mg/kg de crizanlizumabe foram capazes de reduzir em até 45,3% a taxa média de 

crises dolorosas após 52 semanas de tratamento (ATAGA et al., 2017). Foi também demonstrado 

que que o tratamento com crizanlizumabe foi capaz de atrasar o tempo da primeira crise vaso-

oclusiva, passando de 1,38 meses no grupo placebo para 4,07 meses no grupo tratado (KUTLAR 

et al., 2019). Crizanlizumabe foi aprovado em 2019 com o objetivo de reduzir as crises vaso-

oclusivas em pacientes adultos e pediátricos maiores de 16 anos (BLAIR, 2020). 
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No cenário brasileiro, a HU é o único fármaco que faz parte das diretrizes do SUS para o 

tratamento da AF. O voxelotor e L-glutamina ainda não estão registrados na ANVISA e o 

crizanlizumabe obteve registro em 2020, porém ainda não foi incluído nas diretrizes (CONITEC, 

2022). 

 

Figura 5. Estrutura química dos fármacos hidroxiureia, L-glutamina e voxelotor 

Fonte: Própria autora 

1.2. Estratégias para o desenvolvimento de novos fármacos 

1.2.1.  Indução de expressão de gama-globina e produção de HbF 

Devido ao caráter genético da AF, as estratégias para o tratamento farmacológico da doença 

se baseiam no controle e minimização dos sintomas. No Brasil, por exemplo, a terapia 

preconizada nas diretrizes do SUS engloba a HU como fármaco para prevenir crises e 

complicações da doença por ser capaz de induzir a produção de HbF e, assim, diminuir as taxas 

de hemólise, de expressão de moléculas de adesão e aumentar as taxas de hemoglobina. Utiliza-

se também antibióticos como a penicilina para profilaxia de infecções, e analgésicos e anti-

inflamatórios como adjuvantes (PCDT, 2018). 

Na literatura existem diversas abordagens sendo estudadas para o tratamento da AF, como 

estudo de compostos antioxidantes (DO NASCIMENTO et al., 2013; FIBACH et al., 2012) e 

doadores de óxido nítrico (ABID et al., 2018; CANALLI et al., 2008) com foco no controle da 

disfunção endotelial; compostos que são capazes de diminuir a desidratação do eritrócito 

ajudando no controle da polimerização da HbS (ABU-SALAH; GAMBO, 2002; BRUGNARA et al., 

1996); ligantes covalentes  (ABDULMALIK et al., 2020) e não covalentes (GOPALSAMY et al., 2021) 

de hemoglobina para inibição da polimerização e compostos capazes de induzir a expressão de γ-

globina e produção de HbF (PAVAN et al., 2022), sendo esta última a mais estudada. 
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Um dos fatores que influencia na polimerização da HbS é sua concentração dentro da 

hemácia. Sendo assim, quando os níveis de HbF estão aumentados, a taxa de polimerização é 

reduzida, pois a HbF não é capaz de polimerizar (EATON, 2020). Esses resultados já foram 

visualizados em pacientes falciformes que naturalmente expressavam níveis aumentados de γ-

globina e níveis maiores de HbF. Esse fator inclusive é determinante na gravidade dos sintomas 

dos pacientes, ou seja, pacientes que apresentam níveis aumentados de HbF apresentam 

sintomas menos severos da doença (PLATT et al., 1994; REES et al., 2022).  

Como descrito anteriormente, a HbF é produzida dentre os meses iniciais de gestação até os 

primeiros meses pós nascimento (Figura 6) e seu mecanismo de regulação tem sido 

extensivamente estudado.  

 

Figura 6. Síntese de globinas durante a gestação e desenvolvimento do neonato 

Fonte: Figura retirada e adaptada de (SANKARAN; ORKIN, 2013) 

Um dos motivos que explica a diminuição da expressão da γ-globina é o silenciamento do 

gene dessa globina presente no locus da globina β. A Figura 7 apresenta um resumo dos fatores 

de transcrição, complexos e enzimas epigenéticas que atuam na regulação da expressão desse 

gene os quais tem sido explorado como alvos para o desenvolvimento de novos fármacos. 
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Figura 7. Papel dos fatores de transcrição e das HDACs na regulação da expressão de γ-globina (KLF1 - 

Kruppel Like Factor 1; BCL11A - B cell lymphoma/leukemia 11A; FOG-1- Friend of GATA-1; HDAC – Histona 

deacetilase. 

Fonte: Figura retirada e adaptada de (SANKARAN; WEISS, 2015). 

Dentre as enzimas epigenéticas envolvidas nesse processo de silenciamento destacam-se a 

DNA metil transferase (DNMT) que atua diretamente no DNA, e a lisina demetilase 1 (LSD1), e as 

histonas deacetilases 1 e 2 (HDAC1 e HDAC2) que atuam nos nucleossomos. 

Tem sido descrito que sequências CpG do DNA em tecidos eritropoiéticos são metiladas na 

região do gene da γ-globina, sugerindo que a metilação do DNA é um dos reguladores 

epigenéticos da expressão desse gene (VAN DER PLOEG; FLAVELL, 1980). Baseado nessa 

informação, o uso de moléculas capazes de incorporar no DNA e evitar a metilação, como a 5-

azacitidina (5-azaC) (Figura 8), se tornou uma abordagem interessante. A 5-azaC é um agente 

hipometilante capaz de se ligar covalentemente à DNMT, evitando a metilação do DNA e, 

consequentemente, o silenciamento gênico. O primeiro estudo in vivo realizado com essa 

molécula foi realizado com 13 babuínos anêmicos utilizando-se diferentes regimes posológicos. 

Os resultados iniciais demonstraram que a 5-azaC foi capaz de aumentar a produção de HbF e o 

número de células F (células que contém HbF), alcançando as maiores taxas entre os dias 5 e 7 

após a descontinuação do tratamento. Em contrapartida, o número de leucócitos reduziu pela 

metade, mostrando também o efeito citotóxico desse composto (DESIMONE et al., 1982). Ensaios 

clínicos foram também realizados com a 5-azaC demonstrando seu potencial em induzir a 
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expressão de γ-globina e HbF, porém essa molécula demonstrou ser carcinogênica tornando 

inviável a continuação do seu estudo para aplicação na AF (CARR et al., 1984, 1988). 

A decitabina (Figura 8) é análoga à 5-azaC, porém aparentemente não apresenta os mesmos 

efeitos deletérios quando administrada em baixas doses. Em estudos clínicos de fase 1/2 com 8 

pacientes falciformes não-responsivos à HU onde as taxas de γ-globina aumentaram de 3,19% 

para 13,66%, os níveis de HbF subiram de 3,55% para 13,45% e a porcentagem de células F subiu 

de 21% para 55% (KOSHY et al., 2000). Resultados similares foram encontrados em outros 

estudos, porém a decitabina tem como inconveniente a necessidade de sua administração ser 

realizada por via endovenosa ou subcutânea, o que diminui a taxa de aceitação dos pacientes 

(DESIMONE et al., 2002; SAUNTHARARAJAH et al., 2003). Já foram também realizados 

aprimoramentos na estrutura da decitabina de forma que sua utilização em forma de sal fosse 

utilizada (LAVELLE et al., 2007). 

A LSD-1 é uma enzima epigenética responsável pela remoção dos grupamentos metila do 

lisinas mono- e di-metiladas (H3K4), resultando no silenciamento gênico (SHI et al., 2004). Em um 

estudo conduzido por Shi e colaboradores foi demonstrado que durante a diferenciação celular 

de células CD34+, a LSD-1 se liga ao promotor das globinas ε-, β- e γ. Com o tratamento dessas 

células utilizando-se inibidores de LSD-1 como tranilcipromina (TCP – IC50 2 µM) (Figura 8), houve 

um aumento significativo da taxa de metilação da lisina 4 da histona 3 (H3K4) do promotor do 

gene da γ-globina, indução da expressão da γ-globina em 9,4 vezes e aumento de 4,6% da 

produção de HbF. Para comprovação dos dados obtidos foi realizado o knockdown da LSD-1, com 

o qual obteve resultados semelhantes, comprovando a atuação da LSD-1 no silenciamento da γ-

globina (SHI et al., 2013).  

As HDACs são as enzimas epigenéticas mais estudadas e descritas na literatura. Seu 

mecanismo de controle epigenético é bem estabelecido e, portanto, sua utilização como alvo 

para o desenvolvimento de novos fármacos para doenças como câncer, HIV e AF, por exemplo, é 

vasta. Sendo as HDACs o alvo escolhido para o desenvolvimento deste trabalho, sua estrutura, 

mecanismo de ação e aplicação para AF serão descritas no tópico a seguir.  
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Figura 8. Estrutura química dos inibidores de LSD-1 e DNMT 

Fonte: Própria autora 

1.3. Histonas deacetilases 

1.3.1.  Aspectos gerais e estruturais e o mecanismo de ação das HDACs 

A transcrição em células eucarióticas é influenciada pela forma como o material genético se 

organiza. Em estado de repouso, o DNA está altamente compactado na cromatina a fim de evitar 

o acesso ao material genético por fatores de transcrição.  A subunidade fundamental da 

cromatina é o nucleossomo, um octâmero constituído por 4 tipos diferentes de histonas (H3/H4 

e H2A/H2B) envolvidos por 146 pares de base do DNA (Figura 9). Durante a transcrição gênica, 

modificações no nucleossomo como, por exemplo, acetilação de histonas,  favorecem a ligação 

de proteínas e fatores de transcrição ao DNA (LUGER et al., 1998).  

A acetilação e deacetilação de resíduos de lisina em histonas são modificações pós-

translacionais cruciais para regulação epigenética (KOUZARIDES, 2007). Os efeitos opostos das 

enzimas histona acetiltransferase (HAT) e HDAC mantêm o controle do processo de transcrição. 

A HAT é responsável por transferir grupos acetil à amina  do resíduo de lisina em histonas 

neutralizando a carga desse aminoácido. Com a neutralização da carga, a interação da cauda da 

histona com o DNA é diminuída, o que resulta no relaxamento da cromatina e, 

consequentemente, na indução da transcrição gênica. Já a HDAC é responsável pela remoção dos 

grupamentos acetil introduzidos pela HAT, restaurando a carga do aminoácido e a interação da 

cauda com o DNA. Como consequência, a cromatina volta a se condensar e resulta no 

silenciamento gênico da região (Figura 9) (BOLDEN et al., 2006; THIAGALINGAM et al., 2003).  
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Figura 9. Mecanismo de atuação das HDACs A) Estrutura do nucleossomo; B) Mecanismo da acetilação de 

histonas mantendo a estrutura da cromatina condensada, impedindo por exemplo, o acesso ao DNA pelos 

fatores de transcrição. 

Fonte: Figura adaptada de (JOHNSTONE, 2002). 

Em humanos são descritas 18 isoformas de HDAC, divididas em 4 classes principais 

(JOHNSTONE, 2002). A classe I é constituída pelas HDACs 1, 2, 3 e 8; a classe II é constituída pelas 

HDACs 4, 5, 6, 7, 9 e 10; a classe III inclui as SirT 1-7 e a classe IV apresenta HDAC 11. As HDAC 

pertencentes às classes I, II e IV são enzimas zinco dependentes, enquanto a HDACs da classe III 

são NAD+ dependentes (BOLDEN et al., 2006).  

     Como será discutido em tópico adiante, as HDACs de Classe I estão relacionadas com a 

aplicação desse alvo para o tratamento da AF, sendo assim, apenas os aspectos estruturais desta 

classe serão discutidos aqui. Os aspectos estruturais das outras classes podem ser encontrados 

em diversos artigos científicos disponíveis na literatura (BIELIAUSKAS et al., 2008; BUTLER; 

KOZIKOWSKI, 2008; DI MICCO et al., 2013; ESTIU et al., 2008).  

O sítio ativo das HDACs Classe I apresenta regiões bem definidas. A análise por cristalografia 

de raios-X para HDAC de Classe I mostra a presença de uma cavidade interna de 14 Å abaixo do 

canal de hidrofóbico de 11 Å, próximo ao sítio ativo contendo o átomo de zinco (WANG et al., 
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2004). HDACs de classe I apresentam ainda uma carbonila de um resíduo glicina e a cadeia lateral 

da tirosina no canal hidrofóbico de 11 Å. Para HDAC-1, verifica-se a Gly-149 e Tyr-303; para HDAC-

2, Gly-154 e Tyr-308; para HDAC-3, Gly-143 e Tyr-298 e para HDAC-8, Gly-151 e Tyr-306 (DI MICCO 

et al., 2013). As diferenças estruturais entre HDAC-1 e HDAC-2 são pequenas. Entre elas foi 

relatado 93% de similaridade na sequência de aminoácidos, conferindo formatos similares em 

todas as regiões da proteína (Figura 10). Entretanto, substituições na Met-233, Pro-361 e Met-

364 na HDAC-2 por Leu-228, Asn-356 e Leu-359 em HDAC-1 conferem menor acesso das 

moléculas ao sítio catalítico de HDAC-1 comparado com HDAC-2 (Figura 10).  

 

Figura 10. Estrutura do sítio ativo das HDACs Classe I A) Sobreposição HDAC-1 (azul claro), HDAC-2 (ciano), 

HDAC-3 (amarelo) e HDAC-8 (azul escuro) destacando a presença do átomo de zinco central presente no 

sítio catalítico. B) Visão superior do canal hidrofóbico de 11 Å da HDAC-1 e C) da HDAC-2. O painel B e C 

mostras as pequenas diferenças entre HDAC-1 e HDAC-2.  

Fonte: Figuras retiradas e adaptadas de (DI MICCO et al., 2013). 

Já para HDAC-3 e HDAC-8, também pertencentes a classe I, diferenças menos sutis são 

observadas. No sítio ativo dessas duas HDACs são visualizados aminoácidos volumosos na região 

da cavidade de 14 Å. Como apresentado nas Figuras 11 e 12, na HDAC-3 um resíduo de tirosina 

substitui a serina da HDAC-2, forçando o resíduo de leucina para o centro da cavidade, resultando 

em impedimento estérico (Figura 11). No caso da HDAC-8, um triptofano substitui a leucina, 

também resultando em impedimento estérico (Figura 12) (DI MICCO et al., 2013). Tais diferenças 
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estruturais auxiliam e possibilitam o desenvolvimento de moléculas com melhor perfil de 

seletividade durante o planejamento de inibidores de HDAC de classe I.  

 

Figura 11. Sobreposição HDAC 2 (rosa) e 3 (dourado). 

Fonte: Própria autora 

 

Figura 12. Sobreposição das HDACs 2 (rosa), 3 (dourado) e 8 (azul). 

Fonte: Própria autora 

1.3.2.  Estrutura dos inibidores de HDAC 

Moléculas como fenilbutirato sódico são descritos como sendo capazes de aumentar em 

humanos os níveis de HbF devido inibição de HDAC (Tabela 1) (DOVER et al., 1994). Em estudos 

clínicos, o derivado dimetilbutirato (HQK-1001) aumentou HbF em cerca de 80% dos voluntários 

(KUTLAR et al., 2013). Entretanto, alta variabilidade nas respostas clinicas ainda são observadas, 



47 
 

e a terapia usando ‘pulsos’ de butiratos (doses menores e mais frequentes) parecem ser mais 

efetivas que doses únicas diárias (REID et al., 2014). 

O uso de inibidores de HDAC não seletivos pode levar ao bloqueio do ciclo celular e a efeitos 

adversos graves, entretanto, foi demonstrado que a inibição seletiva (HDAC-1 e HDAC-2) aumenta 

expressão de gama-globina sem causar alteração no ciclo e proliferação celular (ESRICK et al., 

2015). Os derivados 2-amino-benzamidas (CI-994, MS-275 e MGCD0103) (Tabela 1) 

demonstraram efeito inibitório seletivos às HDAC-1 e 2, sem efeitos nas HDAC 4-9. Interessantes 

artigos discutindo as bases estruturais para seletividade entre os diversos subtipos de HDAC têm 

sido publicados (BUTLER; KOZIKOWSKI, 2008; DI MICCO et al., 2013; ESTIU et al., 2008; ITOH et 

al., 2008).  

Tabela 1. Inibição de HDAC 1-9 pelos compostos CI-994, MS-275 e MGCD-0103 em μM (BRADNER et 
al., 2010). 

Moléculas 
HDAC-1 

(IC50) 
HDAC-2 

(IC50) 
HDAC-3 

(IC50) 
HDAC 4 –9 

(IC50) 

CI-994  

0.1 0.42 1.2 > 10 

 

MS-275 

0.02 0.06 0.5 > 10 

 

MGCD-0103 

0.04 0.15 0.8 > 10 

 

Fenilbutirato 

92 108 904 
>1000 (HDAC-
4,5, 7 e 9) 

 

Do ponto de vista estrutural, tem sido verificado que compostos apresentando o grupo 2-

amino-benzamida como ligante do metal zinco presente no sitio catalítico apresentam maior 
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seletividade às HDAC de classe I, principalmente HDAC-1 e HDAC-2 devido a melhores interações 

na cavidade interna de 11 Å presente no sitio ativo (Tabela 1) (HAMBLETT et al., 2007; METHOT 

et al., 2008; SAITO et al., 1999). Além do grupamento quelante de zinco (MORADEI et al., 2007; 

SHEARSTONE et al., 2016) demonstrou-se que subunidades específicas adicionadas à posição 4 

do grupo 2-amino-benzamida proporcionam um aumento na seletividade frente às HDACs 1 e 2, 

devido à ocupação da cavidade interna de 14 Å presente no sítio ativo dessas enzimas (MORADEI 

et al., 2007; SHEARSTONE et al., 2016; WAGNER et al., 2013, 2016) . A Tabela 2 apresenta as 

moléculas (I) análoga do CI-994, a molécula (II) análoga do MS-275, BRD4884 (WAGNER et al., 

2015) e ACY-957, e seus respectivos IC50. 

Tabela 2. Inibição de HDAC 1-9 pelos compostos (I), (II), BRD4884 e ACY-957 em μM. 

Moléculas 
HDAC-1 
(IC50) 

HDAC-2 
(IC50) 

HDAC-3 
(IC50) 

HDAC 3 –8 
(IC50) 

(I) 

0.02 0.1 - > 20 

 

(II) 

0.04 0.1  > 20 

   BRD4884  

0.029 0.062 1.09 - 

 ACY-957 

0.007 0.018 1.3 
>20 (HDAC-

4,5, 7 e 9) 

 

Através da Tabela 2, é possível observar um aumento significativo tanto na atividade inibitória 

quanto na seletividade das moléculas que são capazes de ocupar a cavidade interna do sítio ativo, 

principalmente quando se analisa a molécula BRD4884 e ACY-957. De maneira geral, os inibidores 

de HDAC compartilham algumas características estruturais como, por exemplo: a) presença de 
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um grupo ligante responsável pela coordenação com o átomo de zinco do sítio catalítico; b) cadeia 

hidrofóbica responsável por ocupar uma longa e estreita cadeia em forma tubular; c) presença de 

um grupo de reconhecimento superficial responsável por reconhecer e interagir com os resíduos 

de aminoácidos presentes na ‘entrada’ do sitio ativo das HDACs (CAI et al., 2015) e, por fim, d) 

subunidade responsável por ocupar a cavidade interna. 

1.3.4.  Inibidores de HDACs na indução da expressão de gama-globina 

Em 2010, Bradner e colaboradores desenvolveram um sistema de high-throughput screening 

que seria capaz de detectar a expressão de sete diferentes tipos de mRNA de globinas em células 

CD34+ utilizando microesferas fluorescentes. Inicialmente, foi realizado um screening com 

pequenas moléculas que identificaram um grupo de inibidores de HDAC, como os compostos com 

maior capacidade de indução de γ-globina. No estudo subsequente de correlação, foi percebido 

que inibidores de HDAC-1 e HDAC-2, da Classe I, eram os responsáveis pelo silenciamento do gene 

da γ-globina e seriam, então, importantes alvos para a indução da expressão desse gene 

(BRADNER, 2010a). Os compostos CI-994, MS-275 e MGCD-0103 demonstraram correlação entre 

inibição da HDAC e indução de γ-globina. A 1 µM, CI-994 foi capaz de aumentar a razão γ/β mRNA 

em 1,3 vezes, enquanto MGCD-0103 aumentou essa razão em 1.6 vezes e MS-275 em 1.5 vezes, 

O mais potente inibidor de HDAC, MGCD-0103, também demonstrou-se como o mais promissor 

indutor de expressão de γ-globina (BRADNER, 2010). 

A Acetylon Pharmaceuticals desenvolveu e avaliou uma biblioteca de inibidores de HDAC-1 e 

HDAC-2, chegando à estrutura do composto promissor ACY-957 (Tabela 2). Ensaios in vitro 

conduzidos por Shearstone e colaboradores demonstraram que este composto apresentou IC50 

de 7 nM contra HDAC-1 e 18 nM contra HDAC-2 quando avaliado em enzimas isoladas, e IC50 de 

304 nM contra HDAC-2 quando avaliado em CD34+ (SHEARSTONE et al., 2012). Essa molécula foi 

capaz de aumentar o mRNA de γ-globina em 3,5 vezes à 1 µM e aumento o número de células 

positivas para HbF em 2-3 vezes, ao mesmo tempo em que foi capaz de reduzir a expressão dos 

genes das globinas δ e β. Em células oriundas de pacientes falciformes, o ACY-957 aumento a 

expressão da γ-globina de 12 para 58% (SHEARSTONE et al., 2016). Devido ao sucesso do 

tratamento das células CD34+ com este composto, a empresa seguiu os estudos para modelos in 
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vivo em ratos e macacos. Resultados do segundo modelo mostraram que tratamento com 25 ou 

75 mg/kg do composto diariamente por cindo dias foi capaz de aumentar a expressão da γ-globina 

em até 2,2 e 7,2 vezes, respectivamente (SHEARSTONE et al., 2015). Esses resultados demonstram 

que a utilização de inibidores seletivos de HDAC-1 e HDAC-2 são promissores para o tratamento 

da anemia falciforme via indução de γ-globina. 

Atualmente, têm sido publicados inúmeros papers na literatura discutindo-se a aplicação de 

uma nova tecnologia na área de desenvolvimento de fármacos: a degradação de proteínas (BÉKÉS 

et al., 2022). Na última década tem crescido exponencialmente o interesse por essa tecnologia e 

se tornou um “hot topic” dentro da química medicinal. Nos últimos anos, apenas no PUBMED, 

mais de 1400 artigos foram publicados relacionados ao tema. A degradação de proteínas via 

utilização de Proteolysis Targeting Chimera (PROTACs) tem sido vista como uma solução para os 

obstáculos que existem na utilização de inibidores, como por exemplo o fato de que apenas se é 

possível desenhar inibidores para proteínas que apresentem sítio ativo, ou seja, enzimas, o que 

faz com que proteínas estruturais e fatores de transcrição não estejam no escopo dos alvos 

selecionados para trabalho (SAMARASINGHE; CREWS, 2021). Esse panorama tem sido 

transformado com o desenvolvimento da tecnologia de degradação de proteínas.  

Sendo assim, devido ao crescente interesse por essa abordagem para o desenvolvimento de 

novos fármacos, decidiu-se neste trabalho explorar não apenas o desenvolvimento de novos 

inibidores de HDACs 1 e 2, mas também a aplicação do sistema de PROTACs para a degradação 

das HDACs 1 e 2. Os aspectos gerais e mecanismo de ação das PROTACs serão apresentados e 

discutidos a seguir.  

1.4. PROTACs 

1.4.1.  Aspectos gerais e mecanismo de ação 

De forma geral, PROTACs são moléculas heterobifuncionais capazes de ancorar em uma 

enzima denominada E3-ligase e em uma proteína de interesse, simultaneamente, levando a 

poliubiquitinação e degradação da proteína de interesse. Estruturalmente falando, a PROTAC 

apresenta três componentes estruturais básicos: a) um ligante da proteína de interesse; b) ligante 

de E3 ligase e c) um espaçador. 
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E3-ligases são enzimas que participam do ciclo catalítico de ubiquitinação de proteínas, as 

quais serão reconhecidas pelo proteosoma e degradadas. O sistema ubiquitina-proteosoma é um 

mecanismo intracelular primário para destruição de proteínas danificadas ou que não são mais 

necessárias (AMM et al., 2014). A Figura 13 apresenta o ciclo de ubiquitinação de proteínas. 

 

Figura 13. Ciclo de ubiquitinação de proteínas 

Fonte: Figura retirada e adaptada de (BURSLEM; CREWS, 2020) 

Na primeira etapa, a molécula livre de ubiquitina é ativada pela enzima E1 através da 

conversão do C-terminal a um tioester. Em seguida, uma reação de transesterificação transfere a 

molécula de ubiquitina da enzima E1 para a enzima E2. Por fim, o complexo E2-E3 vai ser o 

responsável pela transferência da ubiquitina para uma molécula de lisina presente na proteína 

que deverá ser reconhecida pelo proteosoma e degradada (BURSLEM; CREWS, 2020). Existem 

mais de 600 enzimas E3-ligases descritas na literatura, porém apenas duas delas tem sido 

amplamente utilizadas até o momento para utilização no sistema PROTAC: cereblon e a Von 

Hippel-Lindau (VHL) (SAMARASINGHE; CREWS, 2021). Talidomida e derivados são conhecidos 

ligantes de cereblon e tem sido utilizados para o sistema PROTAC, assim como foi desenvolvido 

um ligante de VHL para tal função (BUCKLEY et al., 2012). 
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O objetivo das PROTACs é utilizar desse sistema celular para o direcionamento da degradação 

para proteínas que sejam de interesse farmacêutico. Por serem capazes de se dissociar dos alvos 

após a ubiquitinação, as PROTACs apresentam um mecanismo de ação catalítico, sendo assim 

tem potencial para ser utilizada em pequenas doses. A Figura 14 apresenta o mecanismo de ação 

das PROTACs.  

 

Figura 14. Mecanismo de ação das PROTACs  

Fonte: Figura retirada de (SUN et al., 2019) 

Como visto na Figura 14, a molécula de PROTAC é capaz de interagir com a E3-ligase e a 

proteína de interesse (POI) simultaneamente, o que resulta na formação de um complexo 

ternário entre E3-ligase e a POI. Sendo assim, a PROTAC é capaz de direcionar a ubiquitinação 

realizada pela E3-ligase para a proteína de interesse do estudo. Após a poliubiquitinação, a 

proteína será reconhecida pelo proteosoma e degradada.  

Já foi descrito na literatura a síntese e avaliação de PROTACs baseadas na estrutura do CI-994. 

Talidomida e VHL foram utilizados como ligantes de E3-ligase. A fusão das duas subunidades foi 

realizada utilizando-se espaçadores contendo uma cadeia alifática de 6 e 12 carbonos. Nesse 

trabalho, as PROTACs apresentaram valores de IC50 de 16,8 e 0,8 μM contra o complexo LSD1-

CoREST-HDAC1, sendo que os maiores valores de IC50 resultantes dos espaçadores mais longos. 

Curiosamente, o ensaio celular para quantificação de acetilação da lisina H3K56 demonstrou que 

os compostos com maiores valores de IC50 apresentaram os maiores níveis de acetilação, o que 

pode ser explicado pelo fato desses compostos apresentarem cadeias alifáticas mais longas, 

sendo assim, provavelmente melhor perfil de permeabilidade. O mesmo perfil de resultado foi 
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visualizado em relação à degradação das HDAC 1-3, sendo o composto com espaçador mais longo 

o mais promissor em relação à degradação das enzimas (SMALLEY et al., 2020). A Figura 15

apresenta a estrutura química das PROTACs 1-4 e o resultado obtido em relação à degradação 

das HDACs 1-3. 

Figura 15. Estrutura das PROTACs 1-4 e Western blot da avaliação da degradação das HDACs 1-3. 

Fonte: Figura retirada e adaptada de (SMALLEY et al., 2020) 

Verheul e colaboradores publicaram uma interessante revisão demonstrando que a regulação 

epigenética da HbF envolve uma série de alvos enzimáticos que podem ser utilizadas como alvo 

para degradação via PROTAC. Porém, até o momento, ainda não existe na literatura nenhum 

trabalho sobre a investigação da indução de expressão de γ-globina  da degradação de HDACs 

através da utilização de PROTACs (THIJS et al., 2020).  
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6. CONCLUSÃO 

Neste trabalho foram planejados, sintetizados e caracterizados novos inibidores seletivos 

contra HDAC-1 e 2 além das PROTACs inéditas para degradação das mesmas enzimas, com o 

objetivo de avaliá-los como novos indutores de expressão de γ-globina e analisar a aplicação dos 

mesmos como candidatos ao tratamento da anemia falciforme. Para os inibidores de HDAC, 

foram obtidos vinte e quatro intermediários e sete produtos finais inéditos ((18), (19), (20), (21), 

(29), (30), e (31)) com rendimentos que variaram entre 29 e 85%, enquanto em relação às 

PROTACs foram obtidos quarenta intermediários e treze produtos finais (ARP-20, ARP-25, ARP-

26, ARP-27, ARP-37, ARP-39, ARP-42, ARP-47, ARP-49, ARP-53, ARP-54, ARP-56 e ARP-58) com 

rendimentos que variaram entre 30 e 93%. 

Em relação aos inibidores de HDAC, foram obtidos dois compostos promissores (21) e (31) que 

apresentaram valores de IC50 contra HDAC-1 de 17 nM e 95 nM, respectivamente, e contra HDAC-

2 de 39 nM e 940 nM, respectivamente. Quando avaliados contra outras HDACs da mesma classe 

e HDACs de outras classes, ambas as estruturas apresentaram baixos valores de inibição, o que 

indica a seletividade desses compostos contra as enzimas alvo deste trabalho. Em relação à 

avaliação da viabilidade celular, todos os compostos apresentaram células viáveis em níveis 

próximos a 80%, indicando inicialmente baixa toxicidade desses compostos quando utilizados em 

células K562. Dados preliminares sugerem que o maior índice de expressão de γ-globina 

alcançado foi entre 6 e 7 vezes de aumento para ambos os compostos e foi atingido na 

concentração de 1 µM, modificando-se apenas o tempo de tratamento, sendo 72h para o 

composto (21) e 96h para o composto (31).  

Todas as PROTACs obtidas foram avaliadas quanto aos níveis de degradação de HDAC-1-3 e 

acetilação da lisina H3K56Ac. Destacaram-se os compostos ARP-26, ARP-37 e ARP-49 com níveis 

de degradação de HDAC-1 que variou entre 40 e 60% e apresentaram os seguintes espaçadores: 

treze átomos sendo uma cadeia alifática composta por doze carbonos e ligação amida para 

conexão entre o espaçador e o inibidor de HDAC (ARP-26); anel alifático com ligação de amida 

conectando o espaçador ao inibidor de HDAC (ARP-37 e ARP-49). O composto ARP-49 apresenta 

o anel 4-fluorofenila na subunidade do inibidor de HDAC. Com esses resultados foi possível 
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concluir que, de forma geral, os compostos que apresentaram algum nível de degradação de 

proteína, o mesmo apresentava tendência de seletividade em relação à HDAC-1, o que ficou mais 

evidente com os compostos citados. Além disso, foi possível concluir também que ligações amina 

na conexão entre espaçador e inibidor não foram promissoras.  

Por fim, conclui-se que neste trabalho foi possível a obtenção de inibidores seletivos contra 

HDAC-1 e 2, sendo o composto (31) dez vezes mais seletivo contra HDAC-1, quando comparada a 

HDAC-2, resultado ainda não antes publicado para compostos inibidores de HDAC utilizados para 

indução de γ-globina. Além disso, os compostos (21) e (31) alcançaram níveis de indução de γ-

globina mais altos do que os apresentado pelo fármaco utilizado na terapia atualmente, 

evidenciando-os como excelentes candidatos para continuação dos estudos para torná-los 

candidatos à fármacos para o tratamento da AF. Em relação às PROTACs, os resultados obtidos 

neste trabalho são inéditos na literatura em relação à degradação à HDAC-1, o que os torna 

excelentes candidatos à avaliação dos mesmos quanto à indução de γ-globina e o entendimento 

da aplicação desta tecnologia para o tratamento da AF. 
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