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Resumo

A doenga falciforme (DF) ¢ uma expressao abrangente que engloba um conjunto de condigdes
hereditarias, incluindo a anemia falciforme (AF), HbSC e HbSB-talassemia. Essas condi¢des
sdo caracterizadas por mutagdes no gene que codifica a subunidade f da hemoglobina (HBB).
Destas, a anemia falciforme (AF), a variante mais prevalente da doenca falciforme (DF), ¢ uma
condi¢do cronica marcada por anemia hemolitica persistente, episddios imprevisiveis de dor e
danos difusos aos 6rgaos. A Anemia Falciforme (AF) ¢ uma hemoglobinopatia hereditaria
homozigética cronica para o alelo %, resultante de uma mutaco no gene que codifica a cadeia
B da hemoglobina A (HbA). A troca de uma base nitrogenada no gene HBB leva a substitui¢do
de um 4cido glutdmico por uma valina na posi¢do 6 da cadeia B° da hemoglobina.
Subsequentemente, os residuos de valina das cadeias B interagem com outros aminoacidos
gerando um agregado celular que deforma a estrutura do eritrocito, processo esse entendido
como polimeriza¢ao da HbS. A polimerizacdo da HbS ocorre mediante baixa concentragao de
oxigénio devido seu estado conformacional e sua afinidade por um receptor de membrana
presente na parte interna do eritrocito, o cdB3. A falcizacdo das hemoglobinas diminui ainda
mais sua afinidade por oxigénio, além de provocar mudangas profundas na homeostasia celular,
acarretando deformacdes no citoesqueleto e membrana das células e subsequente enrijecimento,
maior grau de desidratacdo e um aumento na sintese de espécies reativas de oxigénio. Tais
mudangas levardo os eritrocitos a morte prematura, como a hemolise extravascular e
intravascular. O fairmaco hidroxiureia (HU) ¢ ainda uma das principais opc¢des de tratamento no
Brasil, e ainda que ndo esteja esclarecido o mecanismo de acdo do farmaco, acredita-se que este
atue aumentando a expressao de hemoglobina fetal através da produgdo de oxido nitrico, entre
outros mecanismos. Em 2019 o Food and Drug Administration (FDA), agéncia regulatoria
norte americana, aprovou o uso do fairmaco voxelotor para o tratamento da anemia falciforme.
O voxelotor ¢ um modulador covalente da hemoglobina, pois sua fun¢do aldeido estabelece
uma base de Schiff com um residuo de valina na cadeia a da HbS, estabilizando a conformagao
da hemoglobina e aumentando sua afinidade por oxigénio. Tem sido relatado na literatura
alguns compostos que possuem a func¢ao aldeido que atuam como modificadores alostéricos da
hemoglobina, estabelecendo uma liga¢do covalente reversivel com residuos de valina na
posicdo 1 das cadeias B. Uma dessas substancias ¢ o VZHE-039, descoberto por Safo e
colaboradores. O VZHE-039 possui algumas vantagens comparadas ao voxelotor, impedindo a
falcizacdo das hemadcias em condicdes de hipoxia e anoxia. Nesse sentido, este presente trabalho
teve como objetivo planejar e sintetizar através da hibridizagdao molecular, trés novos derivados
do VZHE-039 conjugados com nucleos furoxanicos de diferentes perfis de liberagao de 6xido
nitrico (NO). Os nucleos furoxanicos foram obtidos de acordo com metodologias ja descritas
na literatura. Os trés compostos finais propostos, 13.1 — 13.3, foram obtidos com rendimentos
variando entre 12% e 35%, e foram caracterizados por métodos analiticos. Estudos da avaliacao
da atividade farmacologica serdo conduzidos pelo Dr. Clemilson a partir de dezembro. Espera-
se que estes novos compostos possam atuar por um mecanismo dual de acdo, induzindo
hemoglobina fetal e inibindo a polimeriza¢do de HbS, representando uma nova alternativa ao
tratamento da doenca.



Palavras-chave: doenga falciforme; anemia falciforme; hibridizacdo molecular; 6xido nitrico;
VZHE-039; ntcleos furoxanicos.



Abstract
Sickle cell disease (SCD) is a comprehensive term that encompasses a range of inherited
conditions, including sickle cell anemia (SCA), HbSC, and HbSp-thalassemia. These
conditions are characterized by mutations in the gene encoding the  subunit of hemoglobin
(HBB). Among them, sickle cell anemia (SCA), the most prevalent variant of sickle cell disease
(SCD), is a chronic condition marked by persistent hemolytic anemia, unpredictable episodes
of pain, and widespread organ damage. Sickle cell anemia (SCA) is a hereditary homozygous
hemoglobinopathy for the BS allele, resulting from a mutation in the gene encoding the 3 chain
of hemoglobin A (HbA). The substitution of a nitrogenous base in the HBB gene leads to the
replacement of a glutamic acid with a valine at position 6 of the S chain of hemoglobin.
Subsequently, valine residues in the P chains interact with other amino acids, generating a
cellular aggregate that deforms the structure of the erythrocyte, a process known as
polymerization of HbS. Polymerization of HbS occurs under low oxygen concentration due to
its conformational state and its affinity for a membrane receptor present on the inner side of the
erythrocyte, cdB3. The sickling of hemoglobin’s further reduces their oxygen affinity, causing
profound changes in cellular homeostasis, leading to deformations in the cytoskeleton and cell
membrane, subsequent stiffening, increased dehydration, and an increase in reactive oxygen
species synthesis. These changes will lead erythrocytes to premature death, such as
extravascular and intravascular hemolysis. Hydroxyurea (HU) remains one of the main
treatment options in Brazil, and although the mechanism of action of the drug is not fully
understood, it is believed to increase fetal hemoglobin expression through nitric oxide
production, among other mechanisms. In 2019, the Food and Drug Administration (FDA), the
US regulatory agency, approved the use of the drug voxelotor for the treatment of sickle cell
anemia. Voxelotor is a covalent modulator of hemoglobin, as its aldehyde function forms a
Schiff base with a valine residue in the o chain of HbS, stabilizing the conformation of
hemoglobin and increasing its oxygen affinity. Some compounds with aldehyde function have
been reported in the literature to act as allosteric modifiers of hemoglobin. One of these
substances is VZHE-039, discovered by Safo and colleagues. VZHE-039 has some advantages
compared to voxelotor, preventing the sickling of red blood cells under conditions of anoxia. In
this context, the present study aimed to design and synthesize, through molecular hybridization,
three new derivatives of VZHE-039 conjugated with furoxan nuclei with different nitric oxide
(NO) release profiles. The furoxan nuclei were obtained according to methodologies already
described in the literature. The three proposed final compounds, 13.1 — 13.3, were obtained with

yields ranging from 12% to 35% and were characterized by analytical methods.



Pharmacological activity evaluation studies realized by Dr. Clemilson are underway. It is hoped
that these new compounds can act through a dual mechanism of action, representing a novel

alternative for the treatment of the disease.

Keywords: sickle cell disease; sickle cell anemia; molecular hybridization; nitric oxide; VZHE-

039; furoxan rings.
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1. Introducao

1.1. Aspectos gerais

A doenga falciforme (DF) ¢ uma expressao abrangente que engloba um conjunto de condigdes
hereditarias, incluindo a anemia falciforme (AF), HbSC e HbSB-talassemia. Essas condi¢des
sdo caracterizadas por mutacdes no gene que codifica a subunidade f da hemoglobina (HBB).
A HbSC, oriunda de uma segunda mutacgdo no sexto cédon do gene HBB, onde uma citosina ¢
substituida por uma timina (CTC — TTC), leva a sintese de uma lisina na posi¢ao 6 da -
globina (KATO et al., 2018). Entretanto, dentre as doengas falciformes, a anemia falciforme
(AF), a variante mais prevalente da DF, é caracterizada pela homozigose do alelo °, dando
origem ao genotipo HbSS, onde as hemdcias apresentam produgao majoritaria de hemoglobina
S (HbS) (KATO et al., 2009).

Na AF, uma mutag@o no sexto cédon do gene da B-globina (HBB), da origem ao alelo °, na
qual uma adenina € substituida por uma timina (CTC — CAC), como mostra a Figura 1,
ocasionando a sintese de uma valina na posic¢ao 6 da -globina ao invés de um éacido glutdmico,
originando a HbS (BUNN, 1997). O sexto codon do gene da globina 3 normal ¢ constituido por
citosina-timina-citosina (CTC) e tem a funcdo de codificar um 4cido glutamico (KATO et al.,
2009). Este residuo de aminoacido esta localizado na superficie da globina e, em condigdes
fisiologicas de pH, a sua subunidade carboxilica permanece desprotonada, resultando em
repulsdo quando se aproxima de outras cadeias globinicas. No contexto da AF, a valina que se
encontra na posicao 6 apresenta uma interagao do tipo proteina-proteina estéreo especifica com
residuos de leucina na posi¢do 88 e fenilalanina na posi¢ao 85 de cadeias B adjacentes, como
demonstrado em estudo de cristalografia de raio-X, sendo interagdes importantes para a
estabilizacdo do polimero que surge em decorréncia do processo de polimeriza¢dao. (ADACHI

etal., 1987, WARD et al., 1975).
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Figura 1 — Troca de aminoacidos no sexto codon do gene HBB.

HBB normal (HbA) HBB alelo S (HbS)

B
GAG GT
CTC CA
L 11

G
C
| ]

BGlu6 BVal6

Fonte: proprio autor.

A polimerizagdo das hemoglobinas ¢ um processo que pode ser desencadeado mediante varios
fatores como hipoxia, pH, temperatura e a presenga de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DFG), um
intermediario glicolitico capaz de modular alostéricamente a hemoglobina em ambientes e/ou
situacdes de baixa concentragdo de oxigénio (KATO et al., 2018; SUN et al., 2015).

Em condi¢des de hipoxia, a hemoglobina assume sua conformagdo desoxigenada (estado T).
Nesse caso, interagdes hidrofobicas da cadeia B favorecem a formagdo de polimeros
intracelulares (Figura 2). Episodios repetidos de polimerizagdo e despolimerizag¢do acarretam
danos profundos na morfologia dos eritrocitos, originando células falciformes permanentes, isto
¢, incapazes de restaurar sua configuragao natural e conferindo a hemadcia a caracteristica forma
de foice, caracteristico da doenca (ABDU; GOMEZ-MARQUEZ; ALDRICH, 2008;
BRITTENHAM; SCHECHTER; NOGUCHI, 1985; KATO et al., 2018).
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Figura 2 — Polimeriza¢do da Hemoglobina SS.

Polimero Célula

e
F AR
FEERARRAN
[

Fonte: retirado e adaptado de (BUNN, 1997).

As alteracdes do citoesqueleto do eritrocito provocam danos a membrana celular, promovendo
a hemolise intra e extravascular. A hemolise extravascular ocorre primariamente no bago, sendo
mediada por macrdéfagos presentes na polpa vermelha que filtram o sangue, retirando materiais
indesejados, como hemadcias senescentes ou danificadas (BROUSSE; BUFFET; REES, 2014;
SESTI-COSTA; COSTA; CONRAN, 2023). O bago ¢ o primeiro 6rgao afetado pela doenga,
sendo registrado casos de sequestro agudo esplénico logo nos primeiros meses de vida
(NARDO-MARINO, 2022; PEARSON et al., 1985). O sequestre agudo esplénico compreende
um extenso acumulo de eritrécitos falcizados no bago com consequente queda de hemacias
circulantes, que, quando nao tratado adequadamente, pode levar o paciente a dbito por choque
hipovolémico (EL HOSS; BROUSSE, 2019). Devido ao seu papel biologico de filtrar o tecido
sanguineo, na AF o bago ¢ um dos 6rgdos mais afetados devido a extensa e recorrente hemolise
extravascular. Além do sequestro agudo esplénico, outros problemas referentes ao bago sao
relatadas, como hiperesplenismo e a esplenomegalia. Com o passar dos anos, a maioria dos

pacientes apresentardo autoesplenectomia, isto ¢, perda da atividade do bago por fibrose do
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orgdo devido aos danos cronicos causados pela AF. A perda do bago torna os pacientes
falciformes mais suscetiveis a infec¢des, especialmente aquelas causadas por bactérias
encapsuladas, como por exemplo a pneumonia causada por Streptococcus pneumoniae (EL
HOSS; BROUSSE, 2019).

Ja a hemolise intravascular compreende na destruicao dos eritrocitos na luz dos vasos, havendo
liberagdo do conteudo intracelular, o que inclui as hemoglobinas e a enzima /-arginase. O ferro
presente no grupo heme da Hb livre tem a capacidade de se ligar a outros gases além do
oxigénio, por exemplo, o mondxido de carbono (CO), dioxido de enxofre (SO-) e o 6xido nitrico
(NO). Os grupos heme livres podem atuar ‘sequestrando’ NO circulante e produzido pelo
endotélio vascular pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS), reduzindo a concentragdo desse
mediador, capaz de promover vasodilatacdo e diminuicdo da agregacao plaquetaria. Associado
a este fato, adiciona-se o efeito da liberagcdo da enzima /-arginase. Esta ltima, converte arginina
em ornitina e ureia, reduzindo a concentracdo plasmatica de arginina, que serve como substrato
para a enzima NOS, essencial para a produ¢ao de NO. Dessa forma, os pacientes apresentam
uma maior propensao a vasoconstri¢ao, caracterizada pela deplegao do NO assim como uma
maior ativagdo das células endoteliais e ativagao plaquetaria (KATO et al., 2018).

O quadro de hemolise também contribui com a inducdo de um quadro inflamatorio, que pela
caracteristica da propria doenga, se caracteriza como um processo inflamatério crénico. A
hemoglobina e outras moléculas de padrao molecular associado ao dano (DAMP) — liberadas
pelos eritrocitos danificados e produtos da matriz intracelular (ex. ATP, DNA, entre outros)
desencadeiam a ativagdo do sistema imunoldgico inato. Os receptores 7oll-like 4 (TLR4) e
TLR2, quando ligados a estes ligantes, estimulam mondcitos e macrofagos a liberar citocinas
inflamatorias, promovendo um estado inflamatoério e a ativagdo de células endoteliais. A
ativacdo do TLR4 em plaquetas favorece sua adesdo a neutrdfilos. O aumento de diversas
citocinas inflamatorias como as interleucinas (IL) IL-18 e IL-6 e o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0), aumenta o quadro inflamatorio cronico, e pode entre outras agdes, aumentar a
expressao de moléculas de adesdo (ex. intercellular adhesion molecule 1, (ICAM), vascular
cell adhesion molecule, (VCAM)) ¢ a adesdo de neutrofilos ao endotélio vascular (MALAVE
etal., 1993; KATO et al.,2018). Adicionalmente, a propria diminui¢do nas taxas de NO acentua
0 aumento na producdo de endotelina-1 (ET-1) e a expressao de moléculas de adesdo, tais como
vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), intercellular adhesion molecule 1 ICAM-1), P-
selectina, E-selectina, entre outras (CARDILLO et al., 2000).
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Esses fendmenos associados contribuem para o quadro de vaso-oclusdo devido as interagdes
das células sanguineas circulantes entre si e com o endotélio ativado. As plaquetas ativadas e
eritrocitos falciformes podem aderir a neutréfilos circulantes ou ao proprio endotélio, formando
agregados celulares que obstruem o fluxo sanguineo, principalmente nas vénulas pos-capilares.
A vaso-oclusdo causada pelos agregados heterocelulares, formado entre eritrocito falciforme,
plaquetas ativadas e neutrodfilos, resulta em infarto de pequenos e médios vasos, desencadeando
dores cronicas, infartos e lesdes em 6rgaos e tecidos, contribuindo para o aumento da morbidade
e mortalidade dos pacientes (KATO et al., 2018)

Os sintomas da AF sdo multiplos, sendo decorrentes da vasta e complexa fisiopatologia da
doenca. A Figura 3 destaca as principais complicacdes agudas e cronicas decorrentes da AF.
Entre essas complicagdes podemos citar: dores cronicas, priapismo, sindrome torcica aguda,
hipertensao pulmonar, anemia hemolitica, infartos no baco, medula Ossea e retina
(AKINSHEYE; KLINGS, 2010; CONNES et al., 2016; FAES; SPARKENBAUGH,;
PAWLINSKI, 2018; NOUBOUOSSIE; KEY; ATAGA; 2016; KATO et al., 2018).

Figura 3 — Complicagdes agudas e cronicas decorrentes da anemia falciforme
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Atualmente s3o poucos os farmacos disponiveis para o tratamento da AF, sendo aprovado pela
agéncia regulatoria norte americana Food and Drug Administration (FDA), dos quais € possivel
destacar: a hidroxiureia (HU), o voxelotor (GB-440), o anticorpo monoclonal crizanlizumabe e
o aminoécido L-glutamina. No Brasil, a agéncia nacional de vigilancia sanitdria (ANVISA)

aprovou a HU e o crizanlizumabe. Destes farmacos aprovados no pais, HU ¢ o tratamento mais
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eficaz para doenga falciforme até o momento, uma vez que o crizanlizumabe teve seu registro
cancelado em 2023 pela ANVISA e pela agéncia europeia European Medicines Evaluation
Agency (EMEA), devido a falhas na comprovacao da eficacia, e auséncia de informacgdes
robustas em que os beneficios superavam os riscos no uso do medicamento, no estudo clinico
STAND?2 (ANVISA, Resolu¢ao RE N° 3.959, de 19 de outubro de 2023).

Apesar de aprovado nos Estados Unidos, os dados clinicos obtidos por meio de revisdes
sistematicas temos dados clinicos obtidos por meio de revisdes sistematicas tém avaliado
criticamente os reais beneficios da /-glutamina na redugdo das complicagdes agudas da doenga
(QUINN, 2018).

O voxelotor, um inibidor da polimeriza¢ao da hemoglobina S que atua aumentando a afinidade
da hemoglobina pelo oxigénio e estabilizando o estado oxigenado da hemoglobina, foi
aprovado pelo FDA em 2019 e, é apenas comercializado nos Estados Unidos sob o nome
Oxbryta®. Em seu estudo de Fase 3, duplo-cego, controlado por placebo (ensaio HOPE), o
tratamento com voxelotor resultou em um aumento significativo nos niveis de hemoglobina e
na reducao dos marcadores de hemolise. Entretanto, estudos de monitoramento de sua eficacia
e seguranca tém sido conduzidos a fim de avaliar mais amplamente os riscos e os beneficios do
tratamento (METCALF et al., 2017; SHAH et al., 2022).

Outras abordagens para a cura da doenca tém sido exploradas, como a terapia génica e
transplante de células-tronco hematopoiéticas. Os recentes avangos em transplante de células-
tronco hematopoiéticas (HSC) e plataformas de terapia génica, como vetores lentivirais e
estratégias de edicdo génica, ampliam as opg¢des potencialmente curativas para pacientes com
a doencga falciforme. Em 2023, o FDA aprovou dois tratamentos inovadores, Casgevy® e
Lyfgenia®, representando as primeiras terapias génicas baseadas em células para o tratamento
da AF (FDA, 2023; WONG, 2023).

O Casgevy®™ é uma terapia génica inovadora que consiste no silenciamento do gene BCL11A,
gene responsavel por inibir a producdo de y-globina. Primeiramente, HSC sdo coletadas do
proprio paciente. Em seguida, o gene BCL11A ¢ editado através da técnica CRISPR/Cas9. O
silenciamento desse gene resulta no aumento da produgdo de hemoglobina fetal (FDA, 2023;
WONG, 2023)

A Lyfgenia® é uma terapia génica que consiste na modificacio do genoma de HSC através de
vetor lentiviral. O vetor BB305 LVV ¢ usado para modificar o genoma do paciente ex vivo,
contendo em si um gene de B-globina modificado denominado BA™’Q dando origem a

hemoglobina adulta modificada HbA™7?, Tal gene modificado resulta na produgio de uma HbA
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cuja cadeia B globinica apresenta uma troca de residuos de aminoacidos na posi¢do 87, onde
uma treonina é substituida por uma glutamina. As hemacias contendo HbA™’? apresentam
menor risco de falcizagdo e oclusdo dos vasos sanguineos. Entretanto, ¢ vital ressaltar que a
terapia Lyfgenia® pode causar desordens sanguinea malignas como a leucemia mieloide aguda
e sindrome mielodisplasica. (BLUEBIRDBIO, 2023; WONG, 2023; FDA, 2023).

Embora os avangos atuais em terapia génica e transplante de células-tronco hematopoiéticas
apontem para perspectivas promissoras de alcangar a cura para a doenga, essa realidade ainda
esta distante para os paises de baixa renda devido aos altos custos de tais tecnologias. Além
disso, a severidade da doenca ¢ diferente entre os haplotipos, em que terapias usando farmacos
podem melhor substancialmente a qualidade de vida dos pacientes, reduzindo a morbidade.
Neste sentido, a descoberta de novos farmacos ainda se torna necessario, podendo ser um
recurso adicional as opgdes médicas. Neste cenario, € nitido a falta de recursos terapéutico para
o tratamento da AF e a necessidade de busca de novos farmacos, assim, a busca por novas

estratégias farmacologicas ¢ imprescindivel e necessaria.

1.1.1. Variagoes genéticas — haplotipos da AF.

Tem sido relatado que a distribui¢do geografica do alelo B* (Figura 3) seja oriundo de dois
fatores: endemicidade da malaria e trafico de pessoas escravizadas. A maldaria € particularmente
endémica na Africa Subsaariana, Oriente Médio e India. Foi observado na clinica que
individuos portadores de DF apresentam quadros mais brandos e formas menos severas de
infeccao por Plasmodium spp., entretanto, os mecanismos por tras desta resisténcia ainda sao
desconhecidos (DAAK et al, 2016; ESOH; WONKAM, 2021).

Os deslocamentos populacionais oriundos de imigragdes e trafico de pessoas escravizadas no
século XVIII, resultaram em uma distribuigio mais abrangente do alelo B°, principalmente nas
Américas e na Europa. A forma mais frequente de variabilidade no complexo génico da globina
beta € causada por variagdes nas sequéncias que modificam o sitio de reconhecimento de uma
enzima de restricdo, possibilitando identificar a constituicdo das regides adjacentes ao ldcus
beta (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

A determinacao do padrao de combinagao dos sitios polimorficos para qualquer cromossomo €
denominada haplétipo. Na AF, o tipo de haplotipo associado ao gene de HbS tem relagdo com
a severidade e gravidade da doencga. Por exemplo, o hapldtipo Senegal estd associado a niveis

elevados de HbF (>15%) e a um curso clinico menos severo da doenca; o Benin, a niveis médios
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de HbF (5% a 15%) e a um curso clinico intermediério; o Bantu ou Republica Centro-Africana,
aniveis reduzidos de HbF (<5%) e a um quadro clinico mais severo (FERTRIN; COSTA, 2010;
NASCIMENTO et al, 2017).

Estudos genéticos identificaram cinco haplotipos presentes no mundo, classificados em cinco
tipos diferentes, de acordo com a origem étnica e geografica onde predominam (Tabela 1). O
haplétipo Benin tem sido vinculado a regido da Africa Ocidental; o Bantu ou Republica Centro-
Africana a regido da Africa Oriental e Centro-Sul; o Senegal a regido da Africa Atlantico-
Ocidental; o Arabe-Indiano a India e a Peninsula Arabica, e o Camardes a Costa Ocidental
Africana (NASCIMENTO et al, 2017).

No Brasil, embora se observe heterogeneidade na distribui¢do dos haplotipos, os mais
comumente encontrados sao Benin e Bantu (DAAK et al., 2016; GONCALVES et al., 2003;
KAN; DOZY, 1978; NASCIMENTO et al., 2017). A Tabela 1 relaciona os cinco haplotipos da

DF com suas respectivas origens e caracteristicas.

Quadro 1 — Haplotipos da Doenga falciforme.

Haplotipos Distribuicio geografica
Benin Oeste da Africa — apresente persisténcia
mediana de HbF (5 a 15%)
Bantu Africa Central — apresenta baixa persisténcia
de HbF (<5%)
Senegal Por¢io do Atlantico no oeste da Africa —
apresenta alta persisténcia de HbF (>15%)),
Camarao Costa oeste da Africa — apresenta baixa
persisténcia de HbF (<5%)
Arabico-Indiano India e Peninsula arabica — apresenta alta

persisténcia de HbF
Fonte: proprio autor (AMBROSE et al., 2020; BITOUNGUI et al., 2015; JASTANIAH, 2011; KAN e DOZY,

1978; NASCIMENTO et al., 2017).

1.1.2. Epidemiologia

Piel e colaboradores, em 2010, estimou o nascimento de cerca de 312.000 individuos com HbS
apenas. Em 2019 a Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors Study (GBD) estimou
o nascimento de cerca de 586.000 individuos com trago falciforme, doenca falciforme e
talassemias. J4 em 2021 a GBD estimou um aumento superior a 14% de nascimentos quando
comparados com dados do ano 2000, no qual foi observado cerca de 453.000 nascimentos, em

contraste com cerca de 515.000 nascimentos em 2021. Desses 515.000, cerca de 394.000
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nascimentos sio de individuos homozigotos para o alelo B* e p° talassemia. Aproximadamente
101.000 nascidos dos 515.000 possuem gendtipo HbSC. A Africa subsaariana apresenta a maior
taxa de mortalidade por causa da doenca falciforme, tendo sido observado um aumento de
aproximadamente 65% de 2000 a 2021, isto ¢, de 165.000 mortes estimadas em 2000 para
265.000 mortes estimadas em 2021. A GBD21 estimou que em 2021, para cada 100.000
pessoas, de 40 a 61 dbitos eram decorrentes da doenca falciforme na Africa Subsaariana (Figura
4) (THOMSON et al., 2023).

No Brasil, a AF ¢ a doenga hematologia hereditaria mais comum, ocorrendo principalmente
entre afrodescendentes. Dados do Ministério da Satde estimam que o numero de casos (HbSS;
homozigotos) alcance cerca de 25-30 mil individuos, e que o nimero de novos casos alcance
anualmente 3.500 recém-nascidos (CANCADO; JESUS, 2007). Os custos associados, diretos
e indiretos, em 2018 foram estimados em 1,5 bilhdo de reais (PINTO et al., 2020).

A ocorréncia da AF em recém-nascidos apresenta variagdes significativas entre os estados
brasileiros. Na Bahia, de acordo com dados de 2014, 1 a cada 650 recém-nascidos eram
homozigotos. No mesmo ano no Rio de Janeiro, foram encontrados dados de 1 a cada 1300
recém-nascidos, enquanto em Santa Catarina, esse numero foi de 1 a cada 13:500 recém-
nascidos (KATO et al., 2018).

Em 2016, dados do programa de triagem neonatal, revelaram que 1071 recém-nascidos eram
homozigotos e mais de 60 mil heterozigotos para o alelo B°. Os individuos heterozigotos
apresentam o trago falciforme. Nestes os fendmenos vaso-oclusivos ndo se manifestam em
condigdes fisioldgicas, o que permite uma expectativa de vida semelhante aquela da populagao
em geral (ROCHA, 2004). Para estes individuos, portadores do trago falciforme, sdo poucos os
relatos de morte subita, sendo descrito para condigdes exaustivas e extenuantes como num
relato de recrutas americanos submetidos a exercicios fisicos intensos (KARK; POSEY, 1987).
Condigdes de hipoxia, acidose e desidratagdo podem gerar complicagdes em pacientes vivendo
com o trago falciforme (AUSTIN et al., 2007). Uma das maiores relevancias do traco falciforme
¢ sua ampla distribuicdo na populagdo, podendo alcangar de 2-8% dos afro descentes. Essa
identificacdo ¢ importante para fins de aconselhamento genético, uma vez que o filho de pais
com traco falciforme apresenta 25% de chances de que seus filhos sejam homozigotos (HbSS)

(MURAO; FERRAZ, 2007).
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Figura 4 — Distribui¢ao global de nascimentos com doenga falciforme, prevaléncia e mortalidade.
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Fonte: retirado e adaptado de (THOMSON et al., 2023).

1.1.3. Diagnostico

Para fins de diagnostico existem quatro periodos principais de testagem: preconcepg¢ado, pré-
natal, neonatal e pds-neonatal. Na primeira (preconcep¢do), o objetivo ¢ o de identificar
potenciais pais assintomaticos cujos descendentes teriam risco de apresentar a doenga. Esta
atrelado ao aconselhamento genético, e do ponto de vista laboratorial utiliza-se técnicas que
visam a separacdo/identificagdo das hemoglobinas por técnicas como eletroforese de
hemoglobina, cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e foco isoelétrico (ARASHI;
ALHADRAMI; ZOUROB, 2021).

Para os pais que apresentaram testagem positiva na etapa de preconcepgao ¢ oferecido o
diagnostico pré-natal que visa analisar amostras de DNA fetal obtidas por meio da anélise de
vilosidades coridnicas realizada na nona semana de gestacdo. Ja o diagnostico neonatal ¢é
realizado no nascimento antes que os sintomas ocorram, utilizando metodologias de analise da
hemoglobina. Essa ¢ uma importante etapa do cuidado com o paciente, pois o tratamento
profilatico com penicilina e educagdo para satide com os pais podem reduzir a mortalidade para

niveis inferiores a 3% (GASTON et al., 1986).
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No Brasil, o diagnostico poés-neonatal ¢ parte do programa de triagem neonatal implementado
como um programa oficial do governo federal em 2001, sendo realizado pelo ‘teste do pezinho’.
Embora seja parte de um programa nacional, tem sido relatado que a abrangéncia e cobertura
pode ser diferente entre os Estados. Um exemplo ¢ o Estado do Amapa com cobertura, em 2017,
de apenas 55% dos hospitais. Os programas de triagem neonatal contribuem para identificar as
necessidades dos individuos e reduzir as principais complica¢des encontradas nos neonatos
como, infecgao e sequestro esplénico, reduzindo a mortalidade (KATO et al., 2018).

Como previamente comentado, o diagndstico da AF neste estagio, € feito laboratorialmente
através da caracterizagdo da HbS por eletroforese. Outras metodologias incluem a Eletroforese
com Focalizacdo Isoelétrica (FIE) e Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) seguido de

sequenciamento do DNA (ARASHI; ALHADRAMI; ZOUROB, 2021; BALLAS, 1998).

1.1.4. Fisiopatologia

A hemoglobina (Hb) ¢ uma proteina presente no eritrocito responsavel pelo transporte de
oxigénio. Estruturalmente ela ¢ constituida por quatro subunidades de globinas, associadas a
um cofator heme. As diferentes combinacdes de globinas presentes na Hb resultam em
diferentes tipos de tetrameros, produzidos em trés estagios distintos da vida humana. Para fins
deste texto ilustraremos algumas Hb expressas em trés estagios distintos da vida humana:
embrionaria (compreende desde a fertilizagdo e dura oito semanas), fetal (periodo entre a
décima semana de gestacdo até o parto) e adulta.

A hemoglobina embrionaria ¢ formada por duas cadeias alfa (o) e duas cadeias épsilon (g), a
HbF consiste em duas cadeias de globina a e duas cadeias de globina gama (y), sendo produzida
predominantemente nos primeiros meses de gestagdo. Apos, ocorre a troca, onde torna-se
predominante a HbA. A HbA (0232) € constituida por duas cadeias alfa (o) e duas cadeias beta
(B), e representa cerca de 96% das Hb totais em adultos sadios. A hemoglobina A> (HbA>)
também encontrada em adultos ¢ constituida por duas cadeias alfa (o) e duas cadeias delta
(SANTOS, 2012).

Conforme, anteriormente comentado, essa troca produz modifica¢gdes nas propriedades fisico-
quimicas da HbS, uma vez que diferentemente do &cido glutdmico carregado negativamente, a
valina ¢ um aminodcido hidrofébico e que ndo apresenta carga. No estado oxigenado (estado
R), a HbS ndo se polimeriza no interior da hemécia, mas em condi¢des de hipoxia, a

hemoglobina assume sua conformacdo desoxigenada (estado T) e se polimeriza, formando
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fibras helicoidais no interior da célula. A formacdo de polimeros da HbS apresenta uma
correlacdo exponencial com a concentragdo de HbS no interior do eritrocito, sendo
polimerizacao da HbS a etapa inicial da fisiopatologia da AF. Conforme as fibras poliméricas
se estendem, ocorre a deformagdo dos eritrocitos, interferindo em sua flexibilidade e
propriedades reologicas, podendo levar a conhecida forma de foice — caracteristica na doenca.
A HDS possui ainda menor afinidade pelo oxigénio e menor afinidade por algumas moléculas
como a 2,3-difosfoglicerato (2,3-DFG). O 2,3-DFG ¢ um intermediario glicolitico presente
fisiologicamente em niveis muito elevados nos eritrocitos falciformes e, por meio da interacao
com as subunidades de globina  desoxigenadas, diminui a afinidade da Hb pelo oxigénio (SUN
etal., 2016).

Acredita-se que os danos causados a membrana pelos repetidos processos de falcizagao levam
a exposicdo de algumas moléculas a superficie do eritrocito, como por exemplo, a
fosfatidilserina. A fosfatidilserina ¢ um fosfolipideo de membrana que se encontra no folheto
interno da bicamada lipidica na maioria das células saudéaveis. A exposicao de fosfatidilserina
e outras moléculas que fazem parte da estrutura da membrana celular do eritrocito pode ser
fator determinante para a sinalizacdo de fagocitos, ativagdo do sistema complemento e adesdao
desses eritrocitos (BOAS; FORMAN; BEUTLER, 1998; CYTLAK et al., 2013; HEBBEL,
1991; KUYPERS, 2008; LI; LIKOTRAFITIS, 2015; LUBIN et al., 1981; WOOD; GIBSON;
TAIT, 1996; ZACHOWSKI et al., 1985).

A falcizagdo também esta relacionada a maior propensdo dessas células sofrerem hemdlise
intravascular. A hemolise intravascular leva ao extravasamento do contetido intracelular na luz
dos vasos sanguineos, liberando hemoglobina ¢ a enzima /-arginase. A enzima L-arginase
converte arginina em ornitina e ureia, diminuindo a concentragdao plasmatica de arginina, que
serve como substrato para a NOS na producdo de NO. A presenca de hemoglobina extracelular,
seja no plasma ou em microparticulas, e a presen¢a do grupo heme no plasma induzem um
significativo estresse oxidativo, aumentando a auto oxidacdo da HbS e contribuindo com o dano
da membrana celular dos eritrocitos circulantes, piorando o quadro de hemolise. Além disso, o
grupo heme da Hb liberada durante a hemolise reduz os niveis de NO, induzindo a disfuncao
vascular, reduzindo a vasodilatacdo, alterando o estado de ativacdo das plaquetas e aumentando
a expressao de moléculas de adesdo celular e vascular (DE CATERINA et al., 1995; KATO et
al., 2018).

Outro ponto relevante da fisiopatologia ¢ a desidratacdo celular. A desidratacdo celular ¢ uma

consequéncia da deformagao morfologica dos eritrocitos e, ¢ mediada pela disfuncdo de dois
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canais de efluxo, o Canal de Gardos, que realiza o efluxo de ions K mediante ativagio de ions
Ca?" e os cotransportadores de K'Cl" (KCC1, KCC3 e KCC4) (BRUGNARA et al., 1993;
WALSH e STEWART, 2010). A severa desidratagao celular de eritrécitos contendo HbS resulta
na queda da flexibilidade, rigidez e fragilidade da membrana celular, favorecendo a
polimeriza¢do e tornando-as mais propensas a hemolise intravascular (BRUGNARA et al.,

1993; HUISJES et al., 2018).

1.1.4.1. Hemolise intravascular e estresse oxidativo

As substancias liberadas pela hemodlise intravascular desencadeiam uma vasta gama de
estimulos bioquimicos que podem estar relacionados com os sintomas ¢ complicacdes da AF.
Foi observado por Hebbel e colaboradores que a HbS apresenta um maior nivel de auto
oxidacdo do que a HbA, sendo atribuidos a HbS um aumento exacerbado de espécies reativas
de oxigénio (ROS), como superodxido e radical hidroxil no interior dos eritrocitos (ALAYASH,
2018; CONRAN, 2014; HEBBEL et al., 1988).

Durante a hemolise intravascular sdo também liberadas duas enzimas que inibem a produgao
de NO, a arginase ¢ a dimetilarginina assimétrica (MACK e KATO, 2006). NO atua como um
vasodilatador enddgeno produzido a partir da conversdo da L-arginina para L-citrulina pela
enzima NOS (Figura 5). Ao ser produzido, o NO se difunde rapidamente nos tecidos adjacentes,
onde se liga aos grupos heme de guanilato ciclases soluveis, enzimas responsaveis por converter
guanilato trifosfato (GTP) em guanilato monofosfato ciclica (cGMP). Consequentemente,
ocorre 0 sequestro de calcio que leva ao relaxamento da musculatura lisa perivascular e
subsequente vasodilatagao (DE CATERINA ef al., 1995; CONRAN, 2014; HALLMARK et al.,
2021; WOOD; HSU; GLADWIN, 2008).

A arginase compete com as enzimas NOS pelo substrato /-arginina. Fisiologicamente as
enzimas NOS se apresentam em trés tipos: NOS neuronal (nNOS) e NOS endotelial (eNOS),
sendo essas duas expressas constitutivamente e a NOS induzida por macrofago (iNOS) (KIM-
SHAPIRO; GLADWIN, 2018). Na auséncia de NO, a enzima NOS se torna desacoplada e
sintetiza preferencialmente superoxido ao invés de NO, levando a produgdo de perdxido de
nitrogénio (FORSTERMANN; MUNZEL, 2006; WOOD; GRANGER, 2007; XIA et al., 1996).
Observa-se também que as hemoglobinas livres interagem com NO culminando em sua
oxidagdo, levando a formacdo de metemoglobina (MetHb-Fe*") e anions nitrato (NOs’)

(HALLMARK et al., 2021; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017).
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Outro fato importante ¢ a presenga de outras moléculas que geram ROS, como a xantina oxidase
e a NADPH oxidase. A xantina oxidase ¢ uma enzima que cataboliza a xantina em acido trico
e gera ROS como subprodutos. Sua presenca esta elevada na AF, mas seu contexto ainda ndo
esta bem elucidado (HALLMARK et al., 2021; WOOD; GRANDER, 2007; XIA et al., 1996).
Freeman e colaboradores propuseram que o aumento de xantina oxidase se deve as injarias de
isquemia-reperfusdo. Por outro lado, verifica-se um aumento na atividade da NAPDH oxidase,
uma enzima presente nos leucocitos e que possui uma série de fungdes biologicas, assim como
a liberagao de superoxidos. A deplecao acentuada de NO que culmina em vasoconstricdo ¢ a
produgdo elevada de ROS na AF tem sido relacionada com injuria celular e ativagdo de células
endoteliais, tendo uma contribui¢do no surgimento e/ou agravamento dos eventos de adesao
celular (FORSTERMANN; MUNZEL, 2006; KATO et al., 2018; SCHMIDT et al., 2023;
WOOD; GRANGER, 2007). A Figura 4 esquematiza os mecanismos supracitados.

Figura 5 — Producao de 6xido nitrico enddgeno e deplecao causados pela hemolise intravascular.
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Fonte: proprio autor.

1.1.4.2. Vasculopatia e vaso-oclusdo

A vasculopatia na AF ¢ evidenciada pelas diversas manifestagdo de células endoteliais que se

encontram ativadas e a liberacdo de quimosinas e citocinas pro-inflamatérias que ativam essas
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células. Acredita-se que a vaso-oclusdo seja resultado de multiplos fatores que se relacionam, a
saber, as interacdes entre hemacias, leucdcitos ativados, plaquetas, células endoteliais ativadas
e proteinas no plasma (KASSIM; DEBAUN, 2013; KATO et al., 2018). Muito provavelmente,
a ativagao de células endoteliais seja oriunda da interagdo direta dessas células com hemadcias
falciformes, hemoglobinas e grupos heme livres e ROS (SETTY; STUART, 1996).

A ativagdo das células endoteliais na AF ¢ evidenciada pelo aumento na expressao de receptores
de adesdo celular como as ICAM-1 e ICAM-2 e a VCAM-1, além de selectinas como a P-
selectina e E-selectina. O endotélio ativo também produz citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, além de fatores pro-coagulatorios e
vasoconstritores potentes como a ET-1 (HOPPE, 2014; SETTY; STUART, 1996).

Os reticulocitos de pacientes com AF apresentam maior expressdo de proteinas de adesdo
celular como a integrina a4f1, CD36 (cluster of differentiation 36) e ICAM-4. Tais proteinas
sdo capazes de interagir com as moléculas de adesdo nas células endoteliais como a CD36, P-
selectina, VCAM-1 e com proteinas de adesdo subendoteliais como a trombospondina,
fibronectina ¢ laminina (CARDEN, FASANO, MEIER, 2020). Os leucocitos também sao
encontrados em grande quantidade (leucocitose) e ativados na AF, talvez por parte da alta
produgdo de ROS e hemoglobina livre (FRANCIS JR, HAYWOOD, 1992; HOPPE, 2014).

Os leucdcitos ativados participam da adesao celular através do intermédio de receptores como
a integrina Mac-1 e LFA-1, L-selectina e E-selectina, que interagem com I[CAM-1 e selectinas
presentes nas células endoteliais, sendo que o processo de adesdo celular ¢ natural as fungdes
dos leucdcitos. Foi demonstrado que algumas citocinas como o TNF-a e a I[L-1 aumentam a
capacidade adesiva dos leucécitos. Ambas as citocinas sdo encontradas em grandes quantidades
no plasma de pacientes vivendo com a AF (FRANCIS JR; HAYWOOD, 1992; OKPALA,
2006).

Outro achado clinico importante ¢ a presenga exacerbada de plaquetas ativadas e fatores
protromboticos presentes na AF, tais como trombina-antitrombina (TAT), fator ativador de
plaquetas (FAP), fator de von Willebrand (FvW), entre outras moléculas (FAES;
SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2018; NOUBOUSSIE; KEY; ATAGA, 2016; SETTY;
STUART, 1996; PAKBAZ; WUN, 2014). As evidéncias que demonstram a ativacao plaquetaria
consistem no aumento da presenca de algumas moléculas como a B-tromboglobulina
trombospondina e ligante CD40 (cluster of differentiation 40), sendo estes ainda encontrados

em maior quantidade durante crises de dor. Também sdo encontrados agregados celulares
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constituidos por plaquetas e/ou plaquetas e células brancas (Figura 6) (FAES;
SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2018; PARKBAZ; WUN, 2014; WUN; BRUNSON, 2016).
Acredita-se atualmente que a vaso-oclusao seja iniciada pela adesdo de leucocitos a parede do
endotélio, especialmente os monocitos, que medem cerca de 14 a 20um, trés vezes mais do que
um eritrocito (medindo em média cerca de 7,0 um) (NOUBOUOSSIE; KEY; ATAGA, 2016).
A deplegdo de NO leva a formagdo de ROS e vasoconstri¢do, que ¢ exacerbada na presenca de
vasoconstritores enddgenos potentes como a endotelina-1. A endotelina ¢ um peptideo
secretado por células vasculares, sendo composto por 21 aminoacidos e trés isoformas, ET-1,
ET-2 e ET-3, dos quais a ET-1 ¢ a mais abundante ¢ a mais pesquisada (DAVENPORT et al.,
2016; YANAGISAWA et al., 1998). Até o momento sabe-se que a ET-1 se liga aos receptores
Endotelina A (ETa) e Endotelina B (ETg), ambos sendo da familia de receptores acoplados a
proteina G (OHLSTEIN ef al., 1996; WATTS, 2010).

Tais receptores sdo amplamente distribuidos pelo corpo, sendo encontradas nas células
musculares lisas vasculares, entretanto apenas a ETg € encontrada em células endoteliais. A
ativagdo desses receptores culmina na vasoconstri¢ao, sendo que a ativagdo dos receptores ETg
estimula a produ¢do de NO via eNOS culminando na liberacao de prostaciclina e subsequente
vasodilatagdo (DAVENPORT et al., 2016; SCHNEIDER; BOESEN; POLLOCK, 2007).

O aumento na expressao de moléculas de adesdo bem como a sintese de citocinas € quimiocinas
pro-inflamatorias e a ativacao plaquetaria sao achados clinicos que corroboram a gravidade dos
eventos vaso-oclusivos, sendo esse fenomeno responsavel pela inducdo e manuten¢do de um

estado inflamatorio cronico (USMANI; MACHADO, 2018).
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Figura 6 — Adesdo celular e vaso-oclusdo.
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1.1.5. Tratamento

Uma das faces mais cruéis da AF ¢ a escassez de novos farmacos para o tratamento da doenga,
considerada pelo Centro de informagdes de doencas genéticas e raras do National Institute of
Health (Estados Unidos) como uma doenca rara. Como sdo poucas as opgdes terapéuticas para
o tratamento da AF, o tratamento comumente € sintomatico e/ou baseado em medidas
preventivas (NIH, 2023).

O avango de novas tecnologias como a terapia génica e o transplante de células-tronco
hematopoiéticas emergem como estratégias promissoras, mas ainda estdo distantes da realidade
de paises em desenvolvimento, em que ha uma maior prevaléncia da doenga. Até o momento,
a hidroxiureia destaca-se como a terapia modificadora de doenga mais eficaz no tratamento da
anemia falciforme. Preocupagdes relacionadas a eficacia e seguranga dos novos medicamentos
aprovados pelo FDA, a partir de 2017, colocam em ‘xeque’ as aplicabilidades das novas op¢des
terapéuticas na pratica clinica (SALINAS CISNEROS; THEIN, 2020).

Nos Estados Unidos, o FDA aprovou a HU, o voxelotor (GB-440), o anticorpo monoclonal
crizanlizumabe e o aminoacido I-glutamina (Figura 7). Nesta se¢do abordaremos esses
farmacos aprovados pela agéncia norte americana, destacando as acdes desses fdrmacos na
doenca. Nosso grupo de pesquisa tem publicado diversos artigos sobre as diversas novas

abordagens para o tratamento da AF, que estardo fora do escopo desse texto (DOS SANTOS et



34

al., 2011; FERREIRA DE MELO et al., 2014; PAVAN; DOS SANTOS, 2021; PAVAN et al.,
2022a; PAVAN et al., 2022b).

Figura 7 — Farmacos aprovados pelo FDA.
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1.1.5.1. Hidroxiureia

A hidroxiureia (HU) é um hidroxicarbamato, inibidor seletivo da sintese de ribonucleotideo
redutase, enzima responsavel pela conversio de ribonucleotideo difosfatados em
deoxiribonucleotideo difosfatado, impedindo que as células saiam da fase G1/S do ciclo celular.
Usada para neoplasias do sistema hematoldgico, como leucemia mieloide cronica; seu uso na
AF se origina de estudos clinicos multicéntricos realizados nos Estados Unidos e Canadd em
1994. Neste estudo, foi observado que pacientes vivendo com AF, quando tratados com HU,
apresentavam aumento da concentragdo de hemoglobina fetal e reducdo do nimero de crises
vaso-oclusivas (MCGANN; WARE, 2015; NEVITT; JONES; HOWARD, 2017).

O principal efeito da terapia com hidroxiureia estd associado ao aumento da produ¢do de HbF,
resultando na reducdo dos niveis de HbS e, por conseguinte, na diminuicao da falcizacao de
hemaécias e na ocorréncia de vaso-oclusdo (CHARACHE et al., 1995). Estudos prospectivos ao
longo de nove anos mostraram que pacientes tratados com HU apresentavam uma redugao de
40% no numero de mortes. Além disso, HU reduz em cerca de 50% as necessidades
transfusionais e os episddios de sindrome toracica aguda (MCGANN; WARE, 2015; NEVITT;
JONES; HOWARD, 2017; STEINBERG et al., 2003).

Acredita-se que parte dos beneficios do tratamento com HU sejam oriundos do oxido nitrico,
originado ap6s metabolizagdo in vivo (KING et al., 2003). O NO produzido também parece ter
um efeito na indugdo da producao de HbF por meio da estimulagdo da via de guanilato ciclase

soluvel. Estudos in vitro mostraram que a ativagdo da guanilato ciclase aumenta a expressdao



35

génica de gama-globina em células eritroleucémicas K562 e células progenitoras humanas
(COKIC et al., 2003; CONRAN et al., 2004).

O tratamento com HU diminui a expressao de moléculas de adesdo ao endotélio vascular e
reduz a ativacdo e agregagao plaquetaria, contribuindo com a manutengdo do equilibrio
homeostatico. Diversos estudos mostram que o NO possui ainda papel importante na reducao
da adesdo celular ao endotélio vascular. Estudos in vitro com doadores de NO, por exemplo,
mostraram que apos tratamento de neutrdfilos oriundos de pacientes falciformes com esses
compostos ocorre diminui¢ao da adesdao a fibronectina/ICAM-1 (CANALLI et al., 2008;
CARTRON; ELION, 2008; CONRAN et al., 2004; GAMBERO et al., 2007).

Inclusive em pacientes pediatricos, estudos mostram que os beneficios podem superar os riscos,
quando o medicamento for bem tolerado, na prevengdo de infarto esplénico, manifestagdes
neuroldgicas (ex. convulsdes, cegueira transitoria etc.) (DE MONTALEMBERT et al., 2006;
GUILBIS et al., 2005; HANKINS et al., 2008; ZIMMERMAN et al., 2004; ZIMMERMAN et
al., 2007).

A indicagdo clinica para utilizacdo de HU deve obedecer aos critérios de inclusdo preconizados
pelo protocolo clinico e diretrizes terapéuticas da doenga falciforme (Portaria conjunta n.5, de
19 de fevereiro de 2018). Entre esses critérios € possivel citar: “1) eletroforese de hemoglobina
compativel com o diagnostico de DF: Hb SS, SC, SD ou SBetaTal; 2) idade igual ou maior que
2 anos (ou a partir de 9 meses); 3) possibilidade de comparecer as reavaliacoes periodicas; 4)
beta-HCG sérico negativo para mulheres em idade reprodutiva; e 5) ter apresentado pelo
menos uma das complicagoes abaixo nos ultimos 12 meses (- trés ou mais episodios de crises
vasoclusivas com necessidade de atendimento médico; dois episodios de sindrome tordcica
aguda (definida como dor toracica aguda com infiltrado pulmonar novo, febre de 37,5 °C ou
superior, taquipneia, sibilos pulmonares ou tosse); um episodio de priapismo grave ou
priapismo recorrente; necrose isquémica 0ssea, insuficiéncia renal,; proteinuria de 24 h maior
ou igual a 1 g; anemia grave e persistente (Hb menor que 6 g/dL em trés dosagens no periodo
de 3 meses), desidrogenase lactica (DHL) elevada duas vezes acima do limite superior nas
criangas ou adolescentes e acima de trés vezes do limite superior no adulto; alteragdes no eco-
Doppler transcraniano acima de 160 e até 200 cm/s; retinopatia proliferativa; ou quaisquer
outras situag¢oes em que haja comprovagdo de lesdo cronica de orgao(s).” (Portaria conjunta
n.5, de 19 de fevereiro de 2018).

O nivel de evidéncia dos beneficios da HU na AF ¢ elevado, entretanto, efeitos adversos graves

devem ser monitorados durante o uso, como por exemplo, mielossupressdo e alteragcdes na
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espermatogénese com atrofia testicular, lesdes ulcerativas em membros inferiores,
manifestagdes cutaneas, entre outros (JONES et al., 2009; AMMAD et al., 2021) (AMMAD et
al.,2021; JONES et al., 2009; YAWN et al., 2014). Estudos de mutagenicidade conduzidos em
nosso grupo de pesquisa usando o teste de AMES mostraram que a exposi¢do aguda a HU nao
induziu mutagenicidade (SANTOS et al., 2010). Além disso, o farmaco ndo demonstrou efeitos
genotodxicos (OLIVEIRA et al., 2019; WARE et al., 2021).

Um maior nimero de estudos populacionais a longo prazo precisa ser conduzido a fim de
verificar seguranca de HU em tratamentos prolongados, embora alguns estudos sugiram que o
farmaco seja seguro e ndo estd associado ao desenvolvimento de cancer. Em um estudo de
Steinberg e colaboradores (2010) em que pacientes foram acompanhados por 17,5 anos, sugeriu
que o uso de HU em tratamento prolongado ¢ seguro e reduz a mortalidade dos pacientes. Outro
estudo conduzido por Karimi e colaboradores (2021), em que os pacientes foram acompanhados
por um periodo médio de 18 anos, apontam para as mesmas conclusdes obtidas por Steinberg

(2019), de que o farmaco seja seguro em tratamentos prolongados

1.1.5.2. L-glutamina

Em 2017 o FDA aprovou o uso da /-glutamina como adjuvante no tratamento da anemia
falciforme, baseado em observacdes clinicas de que os pacientes suplementados
experimentaram uma redugdo nas taxas de hospitalizagdo e na frequéncia de crises dolorosas.
Durante ensaios clinicos, observou-se que a /-glutamina promoveu uma reducdo de 33% nas
taxas de hospitalizagdo, além de diminuir o tempo médio de internagdo de 11 para 7 dias em
comparagdo com o grupo que recebeu placebo. (KAVANAGH ef al., 2022). Estudos
multicéntricos de fase 3 (NCT01179214), randomizados, duplo-cego e placebo controlados
avaliaram o efeito da /-glutamina em cerca de 230 pacientes, e observaram uma redugdo no
numero de crises dolorosas € menor numero de hospitalizagdes, quando os pacientes eram
suplementados com doses de 0,3 g/Kg/dia durante 48 semanas (NIIHARA et al., 2018).

A [-glutamina ¢ um aminodcido essencial que desempenha um papel crucial como precursor na
sintese de glutationa, nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e arginina - substancias que
oferecem protegdo aos eritrocitos contra danos oxidativos. O principal mecanismo terapéutico
da suplementagdo de glutamina na AF ¢ considerado ser seus efeitos antioxidantes (SADAF e

QUINN, 2020). No organismo, o NAD se encontra em uma forma oxidada (NAD+) e reduzida



37

(NADH). Trata-se de um cofator presente no processo de oxirreducao (redox) das hemacias,
desempenhando um papel central na manutencdo do equilibrio redox (JAFRI et al., 2022).
Embora o aminoacido venha sendo estudado desde 1970, somente em 2017 consegue a
aprovacao do FDA, entretanto, agéncia regulatoria europeia European Medicines Agency
(EMA) negou o registro deste por entender que os estudos conduzidos apresentavam muitas
limitagdes, como elevado numero de desisténcias durante o estudo, ¢ que os desfechos
encontrados ndo demonstravam uma melhoria realmente significativa na redu¢do do nimero de
crises dolorosas. Nos estudos avaliados pela agéncia européia (NCTO01179217 e
NCT00125788) foram encontradas taxas de abandono do estudo de 36,2% no tratamento e
24,4% no grupo placebo, sendo para agéncia dificil avaliar o efeito potencial do tratamento.
No Brasil, a CONITEC avaliou em 2022 a inclusdo da /-glutamina como nova tecnologia no
SUS, as assim como a EMA, ndo encontrou beneficios reais que justificassem a inclusdo desse

aminoacido no tratamento (BORTOLUZZI et al., 2022).

1.1.5.3. Crizanlizumabe

O crizanlizumabe é um anticorpo monoclonal humanizado seletivo da classe IgG: «,
demonstrando eficacia na reducdo da frequéncia de crises vaso-oclusivas (CVOs) e na inibigado
de interagdes multicelulares adesivas mediadas pela P-selectina. Um estudo clinico de fase 2
conduzido por ATAGA e colaboradores (2017) (estudo SUSTAIN, NCTO01895361)
caracterizado por ser multicéntrico, duplo-cego, randomizado e controlado por placebo, com
198 pacientes por um periodo de 52 semanas observou doses de Smg/kg de crizanlizumabe
apresentava a capacidade de reduzir em até 45,3% a taxa média de crises dolorosas. Foram
observados no estudo poucos efeitos adversos que incluem: dor de cabeca, febre, reagdes
infusionais, hemorragias e imunogenicidade (ATAGA et al., 2017).

Em outro braco do estudo clinico denominado SENTRY foi avaliado o efeito do crizanlizumabe
em pacientes pediatricos. Neste estudo (NCT03474965) de fase 2 realizado com pacientes de 6
meses a menos de 18 anos diagnosticados com AF e com historico de crises vaso-oclusivas
durante 26 semanas foi observada uma redug¢@o no nimero de crises comparado ao inicio do
tratamento e ao numero de hospitalizacdes. Neste estudo a dose de 5 mg/kg foi considerada
segura ¢ bem tolerada para pacientes pediatricos entre 12-18 anos, sem presencga de efeitos

adversos graves (HEENEY et al., 2022).
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Na contramao, dados recentes obtidos pelo proprio estudo STAND de fase 3, ndo permitiram
verificar a superioridade do crizanlizumabe sobre o placebo na AF (ABBOUD et al., 2023). No
Brasil, a ANVISA cancelou o registro do crizanlizumabe em outubro de 2023, devido a falhas
na comprovagdo da eficacia, e auséncia de informagdes robustas em que os beneficios
superavam os riscos no uso do medicamento, no estudo clinico STAND Fase 3 (ANVISA,

Resolugdo RE N° 3.959, de 19 de outubro de 2023).

1.1.5.4. Voxelotor (GB440)

O voxelotor (Figura 8), ¢ um farmaco oral aprovado pelo FDA em 2019 e comercializado nos
Estados Unidos como Oxbryta®, um modulador e ligante covalente de hemoglobina. No FDA,
o farmaco ¢ recomendado para criancas com idades entre 4 ¢ 11 anos, enquanto na EMEA ¢
considerado uma opgao terapéutica para pacientes a partir de 12 anos de idade (METCALF et
al.,2017).

O voxelotor ¢ capaz de se ligar 8 HbS por meio do residuo de valina (Valina 1) da cadeia o
globina, onde a porcdo aldeidica forma uma base de Schiff com o grupo amino (Figura 8),
aumentando sua afinidade por oxigénio através de modificacdo alostérica, inibindo assim a
polimerizacdo da hemoglobina (METCALF et al., 2017). Entretanto, foi demonstrado que em
condigdes de anoxia (auséncia total de oxigénio) o voxelotor ndo exerce efeito.

(ABDULMALIK et al., 2020).

Figura 8 — Interagdo entre o Voxelotor € o grupo amino presente no residuo de valina na cadeia o.
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Fonte: proprio autor.

O estudo HOPE (NCT03036813) foi o que fundamentou as aprovacdes das agéncias EMEA e
FDA. Este estudo clinico de fase 3 multicéntrica, duplo-cego, randomizada e controlada por
placebo contou com 274 participantes (12-65 anos) e teve como objetivo ¢ avaliar a eficacia e

seguranca do voxelotor, analisando como desfechos clinicos o aumento de Hb em mais de 1
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g/dL ap6s 24 semanas de tratamento (VICHINSKY et al., 2019). Foi observado uma diferenca
significativa entre o grupo tratado com voxelotor (900 e 1500 mg) e o grupo placebo em relagao
ao aumento da Hb e reducao da hemolise. O farmaco parece ser seguro, € poucos efeitos
adversos foram observados, destacando a nausea e a cefaleia, sendo que a incidéncia desses
efeitos ndo foi diferente entre os grupos tratados e o grupo controle (VICHINSKY et al., 2019)
O estudo clinico conduzido com pacientes pediatricos (HOPE-Kids, NCT042118084) esta em

andamento.

1.2. Agentes inibidores da polimeriza¢do de HbS

Jé foi descrito na literatura outros agentes moduladores de hemoglobina capazes de aumentar
sua afinidade por oxigénio in vitro, como os isotiocianetos, o tucaresol, a vanilina, entre outros
(Figura 9) (ABRAHAM et al., 1991; ARYA et al., 1996). Park e colaboradores demonstraram
que os isotiocianetos sdo capazes de se ligarem com a amina terminal da cadeia a globinicas ou
com o residuo Cisp93 da cadeia B globinica. Utilizando HbAco-cristalizado com a substancia
(N,N-dimetilamino)etil isotiocianeto e através de técnicas como Electrospray mass
spectrometry, cristalografia de raios-X e reagdes quimicas com proteinas, eles demonstraram
que a porcdo tiocianeto foi capaz de estabelecer uma ligagcdo covalente com o residuo 93 de
cisteina da cadeia B (PARK et al., 2003).

O valeresol e o tucaresol demonstraram atividade antifalcizante in vitro e foram testados in vivo,
sendo que o valeresol, apesar de demonstrar potente atividade, ndo apresentou
biodisponibilidade oral e apresentou um tempo de atividade de trés a quatro horas quando
administrado via intravascular. J4 o tucaresol apresentou biodisponibilidade, entretanto, os
ensaios clinicos de fase II tiveram de ser interrompidos devido a imunotoxicidade apresentada
pelo composto (FITZHARRIS et al., 1985; KEIDAN et al., 1986; ROLAN et al., 1995). A

Figura 8 ilustra todos os ligantes covalentes de hemoglobina.
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Figura 9 — Estrutura quimica dos ligantes de hemoglobina.
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Fonte: proprio autor.

Safo e colaboradores demonstraram através de cristalografias de raios-X e HPLC a atividade
antifalcizante in vitro dos compostos vanilina e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) (SAFO et al.,
2004). Abdulmalik e colaboradores demonstraram, mais tarde, a atividade do antifalcizante do
5-HMF em camundongos Townes. Eles observaram que uma tnica dose de 100 mg/kg de 5-
HMF foi capaz de proteger os camundongos da morte por sequestro agudo pulmonar de
eritrocitos falciformes (ABDULMALIK et al., 2005).

Posteriormente, em 2011, Abdulmalik e colaboradores exploraram novos compostos (INN-298
e INN-312) para atividade antifalcizante. Baseando-se nos estudos cristalograficos feitos
anteriormente com a vanilina e o 5-HMF, os compostos INN-298 e INN-312 apresentam uma
maior atividade antifalcizante em relacdo a vanilina e o 5-HMF, sendo que o composto INN-
312 também foi capaz de inibir a polimerizacio (ABDULMALIK et al., 2011).

Em 2020, Abdulmalik e colaboradores descreveram um outro aldeido aromatico, denominado
VZHE-039, que apresentou ampla atividade de inibicdo da falcizagdo da hemécia tanto nas
condig¢des dependente quanto independente da ligacao do oxigénio. Por cristalografia de raios-
X foi determinado que a forma de ligagdo na condicdao independente de oxigénio, decorre da
interrup¢do de contatos intermoleculares fundamentais necessarios para a formagao estavel de
polimeros de HbS. O VZHE-039 (Figura 10) ndo apresentou inibicdo significativa de varias

CYPs, demonstrou uma parti¢ao eficiente nas células vermelhas do sangue (RBC) e alta
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permeabilidade de membrana, além de ndo ser substrato do transportador de efluxo (P-gp)
(ABDULMALIK et al., 2020). Apesar desses efeitos promissores, o efeito de inibicdo da
polimerizacao foi menor do que o voxelotor, apesar de apresentar a vantagem de ser ativo em

condigdes de anoxia (Figura 10).

Figura 10 — Cristalografia de raios-X mostrando a ligagdo covalente irreversivel VZHE-039 com a cadeia a da

hemoglobina.
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Em a) observa-se que duas moléculas de VZHE-039 interagem com as alfa-hélices. Em b) destaca-se as
interagdes que o VZHE-039 faz com o sitio de ligagdo Fonte: retirado e adaptado de (ABDULMALIK et al.,
2020).

Em 2023, Dufu e colaboradores descreveram os efeitos do composto (2- hidroxi- 6- [[(35)- 4-
[2- (2- hidroxietil)piridina-3-carbonil|morfolin-3-iljmetoxi]benzaldeido), = denominado
GBT021601 como sendo capaz de se ligar covalentemente a HbS, aumentando a afinidade do
oxigénio pela HbS, inibindo a polimerizagao da HbS e impedindo a falcizagdo dos eritrocitos
em sangue de pacientes com AF. Em um modelo murino de anemia falciforme (SCD),
especificamente em camundongos SS, o GBT021601 demonstra redu¢do da falcizacdo das
células vermelhas do sangue (RBC), melhoria na deformabilidade das RBC, extensdo da meia-
vida das RBC e restauragdao dos niveis de hemoglobina a faixa normal. Simultaneamente, a
substancia otimiza a entrega de oxigénio e amplia a tolerancia a hipoxia severa. E digno de nota
que a administragdo oral de GBT021601 em animais resulta em niveis mais elevados de
ocupa¢do da hemoglobina do que o voxelotor, indicando a viabilidade de uma administragdo
diaria em seres humanos (DUFU et al., 2023).

Gopalmasy e colaboradores (2021) descreram que ligantes ndo covalentes da HbS também
podem atuar como moduladores da hemoglobina para a AF. Diferentemente dos estudos

anteriores, estes compostos ndo apresentaram a func¢ao aldeido em sua estrutura quimica. Dos



42

compostos mais ativos se destaca o PF07059013 (Figura 11) descoberta por meio de triagem
virtual, e posteriormente otimizada. O PF07059013 se liga de maneira especifica a hemoglobina
com afinidade na faixa de nanomolar (Figura 11) e apresenta uma marcada distribui¢ao nos
eritrocitos. Em um estudo de doses multiplas com duragdo de duas semanas utilizando
camundongos SCD Townes, o composto demonstrou uma reducgdo de 37,8% na falcizagdo em
comparagdo com os camundongos tratados com o veiculo. Segundo relatado pelos autores, esse

composto esta sendo avaliado em estudos de fase clinica 1 (GOPALSAMY et al., 2021).

Figura 11 — Estrutura quimica do composto PF-070509013 e cristalografia de raios-X para o composto PF-
07059013.
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Em a) observa-se por cristalografia de raios-X que cada molécula interage com um sitio na alfa-hélice. Em b)
destaca-se as interagdes que o composto realiza com o sitio de ligacao Fonte: retirado e adaptado de

(GOPALSAMY et al., 2021).
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Dos ligantes de HbS conhecidos, 0 VZHE-039 mostrou interessantes propriedades, sendo capaz
de se ligar tanto ao estado ‘T’ quanto ao estado ‘S’, além de demonstrar farmacocinética
favoravel. Baseado nos promissores efeitos, este composto se mostra um interessante prototipo
para futuras otimizagdes moleculares. Por isso, neste estudo desenvolvemos novos derivados
do VZHE-039 que pudessem agregar os efeitos benéficos da doagao de nitrico, possibilitando

atuacdo dual em diferentes frentes a saber: indugao de HbF e inibicao da polimerizacao de HbS.
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2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo sintetizar derivados do VZHE-039 conjugados a furoxanos

para atuarem como ligantes covalentes de HbS capazes de liberar NO.

2.1. Objetivos especificos
e Desenvolver os métodos sintéticos para preparacao dos compostos GIOF, GPOF e GSOF;
e Isolar e purificar os compostos GIOF, GPOF e GSOF;
e Caracterizar estruturalmente, por métodos analiticos de ressonancia magnética nuclear

e espectrofotometria na regido do infravermelho, os compostos GIOF, GPOF e GSOF;



3. Material e métodos

3.1. Reagentes e solventes

Nitrito de sodio (NaNO) - Labsynth®
Acido metacrilico — Sigma-Aldrich®
Estireno — Sigma-Aldrich®

Tiofenol — Sigma-Aldrich®

Acido monocloroacético — Sigma-Aldrich®
Peroxido de hidrogénio 30% - Labsynth®
Acido cloridrico concentrado (35%) — Vetec Quimica®
Acido acético glacial - Labsynth®
Acido sulfarico concentrado — Exédo Quimica®
Hidroxido de s6dio — Sigma-Aldrich®
2,6-dihidroximetilpiridina - AmBeed®

Brometo de tionila — Sigma-Aldrich®
2,6-dihidroxibenzaldeido — ChemScene LLC
Tetraidrofurano (THF) - Labsynth®
N,N-dimetilformamida (DMF) - Labsynth®
Diclorometano - Labsynth®

Hexano - Labsynth®

Acetato de etila - Labsynth®

Cloroférmio - Labsynth®
1,8-diazobiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) — Start BioScience®
Carbonato de potassio — Start BioScience®

Agua destilada
Acido nitrico fumegante (98%) — Sigma-Aldrich®

45
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3.2. Equipamentos

Balanca analitica Marte® - modelo AY 220;

Agitador magnética Ika® modelo C-Mag HS4;

Balancga semi-analitica Gehaka® modelo BG 200;

Evaporador rotativo Ika® modelo RV10;

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker® modelo DPX-300, operando
a 300MHz para 'H e 7SMHz para 1°C.

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker® modelo Avance 111 HD 600,

operando a 600MHz para 'H e 150MHz para *C.

Espectrofotometria na regido do infravermelho Shimadzu® 4.2.4
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3.3.Metodologias analiticas

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

3.3.4.

Cromatografia em camada delgada (C.C.D): a C.C.D ¢ feita em placa de silica
gel para o acompanhamento das reagdes. As analises por cromatografia em
camada delgada (CCD) para o acompanhamento das reacdes de obtencdo das
moléculas sintetizadas foram realizadas em cromatofolhas de aluminio (AL
TLC) de silica gel 60 F254 Sigma®. A visualiza¢do das substancias foi realizada
em lampada ultravioleta (254 € 365 nm).;

Espectrometria de RMN 'H e '3C: Os espectros de RMN serdio 300 ou 600 MHz
para 'H e a 75 MHz para '*C. As andlises foram realizadas na Central Analitica
do Instituto de Quimica da UNESP Araraquara, utilizando um espectrometro de
300 MHz (7.0 Tesla; 'H e '*C) Fourier com Dual Probe *C/'H — Bunker® e
espectrometro de 600 MHz (14.0 Tesla; 'H e '3C) Ascend-Bunker®. Os
deslocamentos quimicos sdo reportados em partes por milhdo (8) e as constantes
de acoplamento (J) s@o mostrados em Hertz (Hz). Os deslocamentos sdo
representados por s (singleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m
(multipleto);

Espectrofotometria de absor¢do no infravermelho (IV): Os espectros de absor¢ao
no IV, na regido de 4.000 a 400 cm™!, serdo obtidos em pastilhas de KBr no
espectrofotometro Shimadzu; 4.2.4.

Determinacao da faixa de fusdo: As faixas de fusdo das moléculas foram
determinadas em um aparelho capilar Melting Point Apparatus SMP3, Stuart
Scientific®.
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3.4.Planejamento Estrutural

O planejamento estrutural explorou a estratégia da hibridagdo molecular para planejar novos
analogos do composto VZHE-039 conjugados a subunidade furoxano a fim de obter andlogos
com diferentes perfis de liberagdo de oxido nitrico (Figura 12). Os furoxanos sdo amplamente
utilizados como doadores de NO devido sua relativa estabilidade no ambiente biologico quando
comparados aos ésteres de nitrato organicos. Gasco e colaboradores revelaram a possibilidade
de diferentes substituintes ligados ao carbono N-6xido que apresentaram diferentes perfis de
liberagdo de NO. E amplamente aceito que a liberagdo de NO ¢ dependente de cisteina (Figura

13), entretanto, os mecanismos nao foram totalmente elucidados.

Figura 12 — Derivados de VZHE-039 com diferentes perfis de liberagdo de NO.
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Fonte: proprio autor.
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Figura 13 — Mecanismo proposto para liberagdo de NO pelo anel furoxanico.
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Fonte: retirado e adaptado de (FERSHTAT e ZHILIN, 2021).

Fershtat e Zhilin propuseram, em 2021, duas vias para a liberacdo de NO. Na presenca de anions
tiolato, o anel furoxanico ¢é passivel de sofrer um ataque nucleofilico nos carbonos 3 ¢ 4. Na
via, o anion tiolato ataca o carbono 4, que apresenta menor densidade eletronica pois nao
participa da ressondncia proveniente no nitrogénio oxidado, levando a abertura do anel,
rearranjo eletronico com consequente liberagcdo de NO. Ja a via b descreve o ataque
acontecendo ao carbono 3, rompendo o anel e liberando NO. Gasco e colaboradores
demonstraram que a forca de liberagdo de NO ¢ dependente do tipo de substituinte no carbono
3. Substituintes alifaticos como a metila levam a uma pequena liberagdo de NO. Substituintes
mais eletroatratores como o fenilsulfonil, geram uma maior producao de NO. (FERSHTAT;
ZHILIN, 2021; GASCO et al., 2004)

A estratégia de acoplar doadores de ¢xido nitrico visa explorar o efeito de ligantes covalentes
de hemoglobina com perfis distintos de liberagdo de NO (fraco, moderado e forte). Assim, além
de evitar a polimerizagdo por estabilizar a conformacao da hemoglobina, a liberagdo de NO
apresentaria diversos efeitos que poderiam ser benéficos ao tratamento da doenca como os
efeitos vasculares (vasodilatagdo), antiagregante plaquetario e capacidade de induzir a produgao
a hemoglobina fetal. Dessa forma, os novos derivados de VZHE-039 poderiam atuar por
mecanismos multiplos de a¢do beneficiando de forma distinta o tratamento atual da anemia

falciforme.
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3.5. Metodologia sintética

O esquema geral para obtengdo dos compostos esta representado na Figura 14. Primeiramente
foram sintetizados todos os furoxanos (metil (2), fenil (4) e fenilsulfonil (8)) necessarios para
posterior funcionalizagdo. Explorando reacdes de substitui¢do nucleofilica aromatica (SNAr)
foi realizado o tratamento dos furoxanos (2, 4 e 8) com 2,6-dihidroximetilpiridina usando como
base 1,8-diazobiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) e solvente tetraidrofurano anidro. Em seguida,
foi realizado a interconversao de grupos funcionais da fun¢ao alcool para o haleto (brometo) de
alquila usando como reagente o brometo de tionila para obter os compostos 11.1, 11.2 e 11.3.
A tltima etapa envolveu a reacdo de acoplamento entre o haleto de alquila e 2,6-
dihidroxibenzaldeido em meio contendo N,N-dimetilformamida (DMF) anidro como solvente

e carbonato de potassio como base para formar os produtos finais desejados.
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Figura 14 — Sintese dos derivados VZHE-039 acoplados com o furoxano como doador de 6xido nitrico.
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Condi¢des: a) NaNO,, H,SO4 60%, CH>Cly, 50 °C 30 minutos, 24 horas; b) NaNO,, HCI, AcOH, CH,Cl,,
overnight; ¢) NaOH, acido monocloroacético, H,O; d) H,O, 30%, AcOH, 24 horas; ¢) HNO3 99,5%, AcOH, 110
°C 1 hora; f) THF anidro, DBU, 4 horas; g) Brometo de tionila, diclorometano anidro, DMF anidro, 1 hora; h)
DMF anidro, 2,6-dihidroxibenzaldeido, KoCOs, overnight.
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Sintese de 3-metil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol-2-oxido (2) (adaptado de: Nikolaeva et al., 1972 ¢

Fernandes, 2016).

Figura 15 — sintese do furoxano (2)
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Fonte: proprio autor.

Em um baldo de 500 mL contendo 200 mL de diclorometano e 70 mL de acido sulfurico 60%,

adicionou-se 19,6 mL (0,23 mol) de acido metacrilico (1). A reagdo foi agitada e aquecida a

50°C. Apos atingida a temperatura, adicionou-se, lentamente, 56 g (0,82 mol) de nitrito de sodio

e manteve-se a reagdo sob agitacdo, a 50°C, por 30 minutos. Completada a reacdo, as duas fases

formadas no meio reacional foram separadas e a fase aquosa foi extraida com 1,2-dicloroetano.

Posteriormente, juntou-se as fases organicas que foram entdo lavadas com agua (3 porgoes de

70 mL), solucao de bicarbonato de s6dio 3% (2 porcdes de 70 mL) e solugdo saturada de cloreto

de sodio (2 porgdes de 70 mL).

Sintese da molécula 4-nitro-3-fenil-1,2,5-oxadiazol 2-oxido (3) (adaptado de: Kunai et al., 1990

e Fernandes, 2016).

Figura 16 — Sintese do furoxano (4)
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Fonte: proprio autor.

A uma mistura contendo 2,2 mL (0,019 mol) de estireno (3) e 11 g (0,16 mol) de nitrito de sédio

em 100 mL de diclorometano foram adicionados, gota a gota, 9,15 mL de acido acético glacial.
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Ap6s 2 horas, adicionou-se, gota a gota, 8 mL de 4cido cloridrico concentrado. A reacao foi
mantida sob agitacdo overnight a temperatura ambiente. Ao final da rea¢do pode-se observar a
formagdo de duas fases: organica e inorganica. O isolamento do produto foi realizado através
da lavagem da fase organica com agua destilada (5 por¢des de 50 mL) e solugdo saturada de
cloreto de sodio, e em seguida foi adicionado o agente secante sulfato de sddio anidro para
remocao da agua residual. O solvente foi entdo evaporado sob pressdo reduzida. A purificagao
da molécula foi realizada por cromatografia em coluna (fase estacionaria: silica gel; fase movel:

hexano:diclorometano 7:3 (v/v)).

Sintese da molécula 3,4-bis(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol 2-oxido (8) (adaptado de Fernandes,
2016).

O furoxano molécula 3,4-bis(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol 2-6xido foi obtido em 3 etapas

sintéticas, descritas a seguir:

Figura 17 — Rota sintética para obtengdo do furoxano ().
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Fonte: proprio autor.

Etapa 1: Sintese da molécula dcido 2-(feniltio) acético (6)

Uma mistura contendo 9,3 mL (90,7 mmol) de tiofenol (1), 7,62 g (90,7 mmol) de hidroxido de
sodio e 40 mL de agua destilada foi mantida sob agitacdo por 5 minutos. Posteriormente,
adicionou-se lentamente 9,44 g (99,84 mmol) de acido monocloroacético (5) e a reacdo foi

mantida sob agitacdo, a 110 °C, por aproximadamente 2 horas. Completada a reacdo, o meio
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reacional foi resfriado em banho de gelo para formacgao de precipitado branco que foi filtrado e

lavado com agua destilada gelada.

Etapa 2: Sintese da molécula dcido 2-(fenilsulfonil) acético (3)

A um baldo de 250 mL contendo 40 mL de 4cido acético glacial adicionou-se 5 g (29,7 mmol)
de acido 2-(feniltio) acético (2) sob agitagdo. Apds completa solubilizagdo do 4cido, a reagdo
foi deixada em banho de gelo até completo congelamento do meio reacional e entdo adicionou-
se 15 mL de peréxido de hidrogénio 30%. A reacdo foi mantida sob agitacdo, a temperatura
ambiente, por 48 horas. O isolamento do produto foi realizado adicionando-se 10 mL de solugao
saturada de cloreto de sodio e extraindo-se a fase aquosa com acetato de etila (6 por¢des de 15
mL). A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e evaporada a pressao

reduzida.

Etapa 3: Sintese da molécula 3,4-bis(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol 2-oxido (4)

Uma mistura contendo 3,21 g (16,03 mmol) de 4cido 2-(fenilsulfonil) acético (3) e 10 mL de
acido acético glacial foi mantida sob agitagdo a 4 °C, em banho de gelo. Posteriormente,
adicionou-se, gota a gota, 5 mL de 4cido nitrico 98%. A mistura foi mantida sob agitacdo, em
banho de gelo, por 5 minutos e depois mantida a 110 °C por 45 minutos. Ap6s esse periodo, o
meio reacional foi resfriado em banho de gelo e adicionou-se, lentamente, agua destilada

gelada. Houve formagao de precipitado que foi filtrado e lavado com dgua destilada gelada.

Sintese dos intermediarios hibridos 10.1 — 10.3

Figura 18 — Sintese dos intermediarios hibridos 10.1 — 10.3.
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Fonte: proprio autor.
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Em trés baldes de 50 mL foram postos 166 mg (1,2 mmols) de (9) e 5 mL de THF anidro. Entao
foram pipetados 180 uL (1,2 mmols) de 1,8-diazobiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU). Apds 5
minutos, foram adicionados, isoladamente, 145 mg (Immol) de (2), 208 mg (1 mmol) de (4) e
366 mg (1 mmol) de (8). As reacdes transcorreram em 4 horas em temperatura ambiente.
Decorridos esse tempo, foi adicionado em cada meio reacional 15 mL de 4gua destilada e foram
transferidos, separadamente, para um funil de separacdo de 125 mL. A fase aquosa de cada
baldo foi extraida cinco vezes com 30 mL de acetato de etila. A fase organica foi secada com
sulfato de sodio e evaporada. A purificacao foi realizada no Biotage® com coluna de 25 g SNAP
ULTRA e fase movel hexano:acetato 6:4, taxa de fluxo 20 mL/min, tempo de corrida de 35
minutos para o composto 10.1, 50 minutos para o composto 10.2 e 30 minutos para o composto

10.3.

Reacdo de bromacdo dos intermediarios 10.1 — 10.3

Figura 19 — Reacdo de bromagao utilizando o brometo de tionila para a formacao dos haletos de alquila 11.1 —

11.3.

SOBI2,
R1 =S DMF anidro, R4 AN
" (@) | 7 OH ﬂ—’ _ )\}/O | 22 Br
O-N A ] N overnight O-N 4 l N
o-N o-N
(10.1 -10.3) (11.1-11.3)

11.1 = CH3
11.2 = C6Hs
11.3 = C6H5S02

R1 = CH3; CeHs; CeH5SO2
10.1 =CH3

10.2 = C¢Hs

10.3 = C¢H5SO2

Fonte: proprio autor.

Em baldes de 50 mL foram solubilizados, isoladamente, 1 mmol de 10.1, 10.2 ¢ 10.3 em 10 mL
de diclorometano anidro e trés gotas de DMF anidro. Apds 5 minutos, foram pipetados
cuidadosamente 500 puL (6,47 mmols) de brometo de tionila em cada baldo. As reacdes
transcorreram por 1 hora. Apds esse tempo, foram adicionados nos meios 15 mL de agua
destilada. Os meios reacionais foram entdo transferidos, separadamente, para um funil de
separacao de 250 mL. Os baldes reacionais foram lavados seis vezes com 30 mL de acetato de
etila e a fase organica foi coletada no funil de separagdo. As duas fases foram separadas e a fase
organica foi lavada duas vezes com 15 mL de 4agua destilada e secada com sulfato de sodio

anidro.
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Sintese dos produtos finais 13.1 — 13.3

Figura 20 — Sintese dos produtos finais 13.1 — 13.3.

0\
HO %
\ | D /\\,/ \/(j\/ o
0. e Br
e i
et anidro
(11.1-11.3) overnight (GIOF; GPOF; GSOF)
R1 = CH3; C6Hs; C6H5SO2 GIOF = CH3
11.1=CH3 GPOF = C6Hs
11.2 = C6Hs GSOF = C6H5S02
11.3 = C6HsS02

Fonte: proprio autor.

Em trés baldes reacionais de 25mL foram adicionados em cada 10 mL de DMF anidro, 138 mg
(Immol) de (12) e 138 mg (Immol) de K>COs. Depois de cinco minutos, adicionou-se,
isoladamente, 130 mg (0,43 mmol) de (11.1), 160 mg (0,44 mmol) de (11.2) e 180 mg (0,42
mmol) de (11.3). As reagdes transcorreram por aproximadamente 12 horas. Apds o término das
reagdes, os meios reacionais foram transferidos para um funil de separacao de 250 mL,
separadamente. A fase aquosa foi lavada de oito a dez vezes com 30 mL de acetato de etila. A
fase organica foi coletada e secada com sulfato de sddio anidro e posteriormente evaporada. A
purificacdo foi realizada no Biotage® em coluna de 10g SNAP ULTRA na fase movel
hexano:acetato 6:4 com taxa de fluxo de 10 mL/s e tempo de corrido de 15 minutos para o
composto (13.1). Para o composto (13.2) e (13.3) a fase movel foi ajustada para hexano:acetato
7:3 e tempo de corrido foi de 13 minutos e 15 minutos, respectivamente.

O produto final (13.1) foi obtido como um s6lido rosa claro com rendimento de 35% (M.M. =
357,096 g/mol; C17H15N30s; Re = 0,14 utilizando hexano:acetato 6:4 (v/v) como fase moével).
O produto final (13.2) foi obtido como um sélido marrom com rendimento de 12% (M.M. =
419,11 g/mol; C22H17N30s; Rr= 0,19 utilizando hexano:acetato 7:3 (v/v) como fase movel). O
produto final (13.3) foi obtido como um s6lido amarelo claro com rendimento de 41% (M.M.

=483,07 g/mol; C2xH17N30sS; Rr= 0,16 utilizando hexano:acetato 7:3 (v/v) como fase movel).
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4. Resultados e Discussao

As rotas sintéticas dos derivados furoxanicos foram realizadas de acordo com a literatura. A
interpretagdo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio e carbono

foi baseada nas referéncias de Silverstein et al., 2006 e Pavia et al., 2001.

4.1. Sintese dos furoxanicos e derivados

4.1.1. Sintese dos nucleos furoxanicos

A rota sintética escolhida para a sintese de (3) foi adaptada de Nikolaeva e colaboradores, 1972
e Fernandes, 2016. A formagao do furoxano se da pela reagao do acido metacrilico com nitrito
de s6dio em meio 4cido (4cido sulfurico 60%). O mecanismo da reacdo ainda ndo foi
completamente elucidado, mas Fershtat e colaboradores, 2014, propdem a via ilustrada na

figura abaixo.

Figura 21 — Mecanismo para formagdo do nucleo furoxano

R NO
HOOC_  NaNo, | GOOH COOH R NO2 —
>= —F5 ™ |RC-CH,;NO, — RC—CHNO,==™> P | i
R AcOH 1 1 | 'COz N N © _N N

NO NO NO HO™ HO’ 0" o’

@ (% (1b) 19 @)

Fonte: retirado e adaptado de Fershtat et al.,2014.

Acredita-se que a reagdo ocorra em varias etapas mediadas pelo trioxido de dinitrogénio
(N2NO3) gerado a partir do nitrito de s6dio em meio 4cido. O triéxido de dinitrogénio ¢
adicionado a dupla ligacdo C=C de (1) dando origem a (1a). Posteriormente, o grupo metilénico
¢ nitrosado formando o composto (1b). Entdo, ocorre uma descarboxilagcdo de (1b) e simultanea
1somerizagdo dos grupos nitroso, originando o composto (1¢). Por fim, o composto (Ic) €
oxidado pelos o0xidos de nitrogénio presentes no meio dando origem ao composto (3). O produto
foi purificado por recristalizagdo utilizando-se uma solucdo de etanol e dgua (60%/40%),
apresentando-se como um sélido amarelo-alaranjado (rendimento de 35%) com faixa de fusao
entre 63,9°C e 67°C (M.M. = 145,07 g/mol; C3H3N304; Rf = 0,85 utilizando diclorometano

como fase movel).
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Observa-se no espectro de RMN de 'H um tinico deslocamento na forma de singleto com
deslocamento quimico em o 2,36, que integra para trés hidrogénios, sendo, portanto, os
hidrogénios da metila ligada no carbono 3 do furoxano. Como ndo estd presente os
deslocamentos dos hidrogénios do acido metacrilico, a presenca de um tunico sinal sugere a
formagao do 3-metil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol-2-oxido.

Observa-se também apenas trés deslocamentos no espectro de '*C. Em § 9,15 observa-se o
deslocamento do carbono metilico, € em 6 107,6 ¢ 6 159,0 os deslocamentos referentes aos
carbonos 4 e 3 do nucleo furoxanico, respectivamente. A diferenga entre os deslocamentos dos
carbonos 3 e 4 se deve ao fato de que o carbono ligado a fungdo N-6xido estd mais blindado

devido a ressonancia deste com o N-oxido (Figura 22)

Figura 22 — Ressonancia do carbono ligado ao N-6xido.

R, R4
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Fonte: proprio autor.

Para a sintese de 3-fenil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol-2-6xido foi empregada metodologia descrita
por Kunai e colaboradores, 1990 e Fernandes, 2016. A reagdo comega com estireno € nitrito de
sodio em meio contendo 4cido acético glacial e &cido cloridrico. O mecanismo reacional nao
foi totalmente esclarecido, entretanto, pode-se presumir que seja semelhante ao proposto por
Fershtat et al., 2014, para a sintese do furoxano metilado (3). A purificacdo da molécula foi
realizada por cromatografia em coluna (fase estaciondria: silica gel; fase movel:
hexano:diclorometano 7:3 (v/v)) fornecendo 1,4 g (rendimento de 35%) de um s6lido amarelo
ouro (4) com faixa de fusdo entre 99,2 °C e 101,3 °C (M.M.= 207,14 g/mol; CsHsN304; Rf =
0,38 utilizando hexano:diclorometano 7:3 (v/v) como fase moével).

No espectro de RMN 'H ¢é possivel visualizar os sinais dos hidrogénios aromdticos com
deslocamentos em o 7,60 e 7,73. A auséncia dos deslocamentos dos hidrogénios metilénicos e
metinico da dupla ligag¢do do estireno sugerem a formagao da molécula 4. No espectro de RMN
13C nota-se os deslocamentos dos carbonos fenilicos em & 120,6, 128.8, 130,8 e 131,6 e dos

carbonos do nucleo furoxanico, com deslocamentos em 6 111,1 e 167,5.
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Por tltimo, a sintese do 3,4-bisaril(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-N-6xido se deu em trés etapas.
A primeira etapa consiste na reagdo entre o tiofenol e o acido monocloroacético em meio
contendo hidréxido de sédio. O hidroxido de sdédio desprotona o enxofre formando o anion
tiofenéxido (5). Posteriormente, o anion ataca o carbono ligado ao cloro do acido
monocloroacético (20), dando origem ao intermediario (20.1). Através do mecanismo da SNo,
ocorre a saida do 4tomo de cloro, levando a formagao da molécula 6, que se apresentou como

um soélido branco com rendimento de aproximadamente 87% (Figura 23).

Figura 23 — Mecanismo reacional SN,.
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(20.1)

Fonte: proprio autor.

A molécula (6) foi caracterizada por RMN 'H no qual foi possivel visualizar os deslocamentos
dos hidrogénios aromaticos em 6 7,20 e 7,32 e também o deslocamento dos hidrogénios
metilénicos em d 3,79. Na sequéncia, a molécula 6 foi tratada com perdxido de hidrogénio 30%
em meio contento acido acético glacial a fim de se obter o derivado (20.1). O produto foi obtido
como um soélido branco, com rendimento de 79% (4,7 g) e faixa de fusdo de 112 °C (M.M. =
200,21 g/mol; CsHsO4S). No espectro de RMN 'H observa-se o aumento no deslocamento dos
hidrogénios metilénicos para d 4,49. Isso se deve a presenca dos oxigénios do grupo sulfona na
molécula, que exercem efeito de desprote¢do. O produto (6), caracterizado como um sélido
branco, foi obtido com rendimento de 81% (12,4 g) e faixa de fusao entre 59 °C e 61 °C (M.M.
= 168,21 g/mol; CgHgO>S).

Por tltimo, a molécula (7) foi reagida com acido acético glacial e 4cido nitrico fumegante para
obter-se a molécula 8. O 3,4-bisaril(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-N-6xido obtido foi
recristalizado com uma mistura de acetato de etila:diclorometano:hexano (1:1:1), fornecendo
2,4 g (rendimento de 41%) de um sélido amarelo palha que apresentou faixa de fusdo entre
140°C e 142°C (MM. = 366,37 g/mol; CisHioN206S2; Ry = 0,7 utilizando

hexano:diclorometano 5:5 (v/v) como fase movel).
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Nao ha relatos na literatura do mecanismo reacional para a molécula 8. No espectro de RMN
'H, observa-se apenas a presenca dos hidrogénios aromaticos com deslocamentos entre & 7,71
— &,11. Isso sugere a formagdo da molécula 8 ja que os deslocamentos dos hidrogénios

metilénicos ndo estdo presentes.
4.1.2. Sintese dos derivados furoxanicos

Na sequéncia, os nucleos furoxanicos (2, 4 ¢ 8) foram tratados com 2,6-dihidréximetilpiridina,
em meio basico, para obter os derivados (10.1), (10.2) e (10.3). Primeiramente, utilizou-se a
base DBU para desprotonagdo dos dlcoois, transformando-os em anions fendxido, mais
nucleofilico. Em seguida, o anion fenéxido atuando como nucleéfilo forte, ataca o carbono 4
do furoxano, para posteriormente eliminar o grupo nitro. Trata-se de uma substituicao
nucleofilica aromatica na qual hd a formacdo de um carbono com elétrons delocalizados
(Complexo de Meisenheimer), e se caracteriza por uma reacdo do tipo de substituicdo. O

mecanismo esta representado na (Figura 24).

Figura 24 — Mecanismo da substitui¢do nucleofilica aromatica para obtencdo dos primeiros intermediarios.
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R} = CH3; CgHs; CgHsSO, 10.2 = C¢Hs
R, = NO,; C¢HsSO, 10.3 = CgHsSO,

Fonte: proprio autor.

A molécula (10.1) apresentou-se como um so6lido branco, com rendimento (n) de
aproximadamente 65%. Este derivado foi caracterizado por RMN de 'H e '3C (Apéndice A-
Espectro 1). O produto 10.1 foi obtido como um so6lido branco com rendimento de
aproximadamente 65% (M.M. = 237,07 g/mol; CioHiiN3O4; Rf = 0,14 utilizando
hexano:acetato 6:4 (v/v) como fase movel).

Pelo espectro de 'H é possivel observar os hidrogénios metilénicos em & 4,57 e 5,43, cada um

integrando para dois hidrogénios. O deslocamento em & 4,57 apresenta-se como um dupleto
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devido a proximidade com o hidrogénio da hidroxila. Nota-se em & 5,48 um tripleto integrando
para 1, correspondendo ao hidrogénio da hidroxila. Observa-se também a presenca dos
hidrogénios metilicos em 0 2,09 como um singleto integrando para trés hidrogénios.
Observou-se no espectro de RMN *C (Apéndice A - Espectro 2) a presenca do carbono metilico
em 0 6,72. Nota-se também a presenca dos dois carbonos metilénicos em & 64,08 e 71,83, além
dos carbonos do nucleo furoxanico em ¢ 106,91 e 153,1. Essa diferenca para os carbonos no
nucleo furoxanico se deve ao fato de que o carbono 3 apresentar ressonancia com o N-6xido,
tornando-o mais protegido.

O produto (10.2) foi obtido como um so6lido branco com rendimento de aproximadamente 63%
(M.M. = 299,09 g/mol; CisH13N304; Rr = 0,17 utilizando hexano:acetato 6:4 (v/v) como fase
mével). No espectro de RMN 'H (Apéndice A - Espectro 3) observa-se os hidrogénios
metilénicos em 6 4,58 e 5,59. Observa-se também os hidrogénios aromaticos da fenila,
destacando-se os hidrogénios equivalentes 11 ¢ 15 e 12 e 14. Os hidrogénios 11 e 15
apresentam-se com um mesmo sinal na forma de dupleto integrando para dois hidrogénios com
deslocamento em & 7,6. Os hidrogénios 12 e 14 apresentam um Unico sinal na forma de tripleto
integrando para dois hidrogénios com deslocamento em d 7,49.

No espectro de RMN '*C (Apéndice A - Espectro 4) é possivel visualizar os carbonos
metilénicos 1 ¢ 7 com deslocamentos em 6 64,10 e & 72,42, respectivamente. Observa-se
também os carbonos 8 ¢ 9 do nucleo furoxadnico com deslocamentos em ¢ 153,09 e 107,71.
Destaca-se também os carbonos do grupo fenil, sendo alguns o carbono 13 com deslocamento
em o 129,06.

O produto (10.3) foi obtido com um sélido branco com rendimento de aproximadamente 63%
(M.M = 363,05 g/mol; CisH13N306S; R¢= 0,13 utilizando hexano:acetato 6:4 (v/v) como fase
mével). No espectro de RMN 'H (Apéndice A - Espectro 5) observa-se os hidrogénios
metilénicos 1 e 7 com deslocamentos em 6 4,56 e 5,51, respectivamente. Nota-se também os
hidrogénios aromaticos do grupo fenilsulfonil, que apresentaram um deslocamento maior
comparados aos deslocamentos dos hidrogénios da molécula anterior. E possivel visualizar os
hidrogénios equivalentes 12 e 14 com um Unico sinal na forma de tripleto (t) integrando para
dois hidrogénios com deslocamento & 7,74. No espectro de *C (Anexo 6) nota-se a presenca

dos carbonos equivalentes 12 ¢ 14 em 6 128,81 e os carbonos 11 e 15 em o 130,51
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Quadro 2 — Deslocamentos quimicos dos primeiros intermediérios nos espectros de 'H e *C.

Posicao
1

2
3

(=R “REN B

10
11

(10.1)

8 'H
4,58(d),
J=5,7Hz

7,45(d),
J=7,7Hz
7,88(1),
J=7,7Hz
7,48(d),
J=78Hz

5 ,4-3 (s)

2,0_3(s)
5,48(t)

5 13C  Posicdo

64,08

161,99
120,26

119,96
137,31

163,31
71,83
153,1
106,91
6,57

1

2
3

N =R -REN R

—
—

13

14

15

16

(10.2)

d'H

4,58(d),
J=5,8Hz
8,07(d),
J=15Hz
7,90(t),
J=77Hz
8,08(m)

5,5-9(5)

7,60(d),
J=7,6Hz
7,49(t),
J=7,5Hz
7,59(t),
J=73Hz
7,49(t),
J=7,5Hz
7.60(d),
J=76Hz
5,49(t),
J=5,9Hz

5 13C
64,10

162,00
137,75

120,16
138,43
162,05
72,42
153,09
107,71
121,94
129,06
126,35
119,94
126,35

129,06

Fonte: dados da pesquisa.

5 13C
64,55

162,42
136,65

120,41
138,18
159,14
73,05

153,17
111,12
137,59
130,51
128,81
120,44
128,81

130,51

- . | AW
i © S//O 27 © N
b 15 O// 9 o
=4
. (103)
Posicio & 'H
1 4,57(s)
2 -
3 7.38(d).
J=7,6Hz
4 7,90(q),
J=7,7Hz
5 7.50(d),
J=7,7Hz
6 -
7 5,51(s)
8 -
9 -
10 -
1 803d),
J=7,4Hz
12 774,
J=7,9Hz
13 7.90(q),
J=7,7Hz
14 774,
J=7,9Hz
15 803(d),
J=7,4Hz
16 -

Posteriormente, as moléculas (10.1 — 10.3) foram tratadas, individualmente, com brometo de

tionila para se obter os intermediarios (11.1 — 11.3). O composto (11.1) foi obtido como um

solido beje com rendimento de aproximadamente 91% (M.M. = 298,99 g/mol; C10H10BrN3Os;

R¢ = 0,68 utilizando hexano:acetato 6:4 como fase movel). O composto 11.2 foi obtido como

um solido beje claro com rendimento de aproximadamente 87% (M.M. = 361 g/mol;

CisH12BrN3Os; Rr = 0,69 utilizando hexano:acetato 6:4 (v/v) como fase movel). O composto
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(11.3) foi obtido como um sdélido beje com rendimento de aproximadamente 90% (M.M. =
424,96 g/mol; C15sH12BrN3OsS; Ry= 0,71 utilizando hexano:acetato 6:4 (v/v) como fase movel).
Os compostos halogénicos apresentaram-se como so6lidos beje e foram caracterizados por RMN

He3C.

Figura 25 — Mecanismo de bromagao utilizando o brometo de tionila para obten¢do dos intermediarios 11.1 —

11.3.
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Fonte: proprio autor.

Os deslocamentos quimicos estio organizados na Quadro 3. Nota-se pelos espectros de 'H
(Apéndice A - Espectros 7, 9 e 11, respectivamente) a auséncia do sinal em 6 5,48 como um
tripleto que representa o deslocamento do hidrogénio da hidroxila no carbono 1. Percebe-se
também o aumento de todos os sinais de hidrogénio nos carbonos 1 dos intermedidrios (11.1 —
11.3). Anteriormente, os deslocamentos dos hidrogénios do carbono metilénico 1 estavam em
0 4,58, 4,58 e 4,59, respectivamente. Nos intermediarios bromados os deslocamentos se
apresentaram mais a esquerda do grafico, em d 4,71 para o composto (11.1), 6 4,72 para (11.2)
e 0 4,69 para (11.3). Estes sinais também deixaram de se apresentar como dupletos pois nao
estdo mais proximos ao hidrogénio da hidroxila, indicando que houve a interconversao de grupo
funcional.

No espectro de '*C (Apéndice A — Espectros 8, 10 e 12) a maior mudanga ocorreu nos carbonos
ligados ao bromo devido & menor eletronegatividade dele. Anteriormente, o carbono 1
apresentava-se em 0 64,08 para a (10.1), & 64,10 para (10.2) e 6 64,55 para (10.3). O bromo por

possuir menor eletronegatividade que o oxigénio, ndo desblinda o carbono tanto quanto o
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oxigénio. Desta forma, os carbonos ligados ao bromo apresentaram deslocamentos em & 34,88

para (11.1), & 34,95 para (11.2) e 6 34,89 para (11.3).

O=N

Posicao
1
2

3

Quadro 3 — deslocamentos quimicos para os intermediarios halogenados.

(11.1)

5 'H
4,71(s)

7,54(d)
J=7,7H
z
7,91(t)
J=7,7H
zZ
7,57(d)
J=7,7H
z

5,47(s)

8 1°C
34,88
157,0

122,0

138,9

123,9

163,7

72,02
154,6

107,4
7,19

Posicao

1
2

3

N

|

9
10
11
12
13
14

15

(11.2)

5 'H
4,72(s)

8,08(d)
J=73Hz

7,93(t)
J=7,7Hz

8,08(d)
J=73Hz

5,62(s)

7,59(m)
7,59(m)
7,59(m)
7,59(m)

7,59(m)

8 °C
34,95
157,09

122,01

138,96

123,92

162,49

72,55
154,64

108,20
122,40
129,53
126,85
131,25
126,85

129,53

Fonte: dados da pesquisa.

& S
15 045 7
O\N/%/o

\
O—N
(11.3)
Posicdo 5 'H
1 4,69(s)
2 -
3 7,47(d)
J=7,7Hz
4 7,90(t)
J=7,4Hz
5 7,58(d)
J=7,7Hz
6 -
7 5,55(s)
8 -
9 -
10 -
11 8,04(d)
J=8,1Hz
12 7,74(t)
J=7,9Hz
13 7,94(t)
J=7,7Hz
14 7,74(1)
J=7,9Hz
15 8,04(d)
J=8,1Hz

8 °C
34,89
157,02

121,78

138,95

123,96

159,10

72,75
154,72

111,13
137,59
130,51
128,83
136,67
128,83

130,51
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4.1.3. Sintese dos compostos finais

Para a obteng¢do das moléculas finais, tratou-se os compostos (11.1 — 11.3) com 2,6-
dihidroxibenzaldeido em meio basico. Iniciou-se a desprotonacgdo do 2,6-dihidréxibenzaldeido
utilizando a base carbonato de potassio (K2CO3) para a formacdo do anion fenoxido (12). O
anion atuando como nucleofilo, através do mecanismo de uma substitui¢do nucleofilica alifatica
bimolecular (SN»), ataca o carbono ligado ao bromo, formando um complexo com duas ligagdes
parciais (12.1). A saida do bromo resulta na formagao de 4cido bromidrico (HBr) e do composto

final 13.

Figura 26 — Mecanismo da SN, para as moléculas finais.
1 \@\/ E
0. B R ™ N
o;m)\ij( N : L — O\/EN)\ 0 OH | —

= Ca I o |

i Br)

(11.1-11.3)
(12) (12.1)
0.

= N SN
. Ao - R = CHs; CeHs; CsHsSO2
— o\f R2 = NO2; CsH5S02
g

(GIOF; GPOF; GSOF)

GIOF = CH3
GPOF = CgHs
GSOF = CgHsS02

Fonte: proprio autor.

O produto final (13.1) foi obtido como um solido rosa claro com rendimento de 35% (M.M. =
357,096 g/mol; C17H15N30s; Re = 0,14 utilizando hexano:acetato 6:4 (v/v) como fase moével).
O produto final (13.2) foi obtido como um sélido marrom com rendimento de 12% (M.M. =
419,11 g/mol; C22H17N30s; Rr= 0,19 utilizando hexano:acetato 7:3 (v/v) como fase movel). O
produto final (13.3) foi obtido como um s6lido amarelo claro com rendimento de 41% (M.M.
=483,07 g/mol; C2xH17N30sS; Rr= 0,16 utilizando hexano:acetato 7:3 (v/v) como fase movel).
Todas as trés moléculas finais foram caracterizadas por RMN de 'H e '*C, como é mostrado na
Tabela 3. Nota-se nos espectros de 'H dos trés produtos finais a presenga do hidrogénio
carbonilico na forma de singleto com deslocamentos em 6 10,41 para 13.1, 6 10,41 para 13.2 ¢
010,41 para 13.3, todos na forma de simpleto integrando para um hidrogénio. Pode-se perceber

também novos sinais para hidrogénios aromaticos para as trés moléculas — no composto (13.1)
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(Apéndice A — Espectro 13) destacam-se os hidrogénios 12 ¢ 14, na forma de dupleto, com
deslocamentos em 6 6,70 e & 6,56, respectivamente. No composto (13.2) (Apéndice A —
Espectro 15) esses hidrogénios estdo nas posi¢des 17 e 19, apresentam-se como dupleto com
deslocamentos em 0 6,68 e & 6,55. Ja para a molécula (13.3) (Apéndice A — Espectro 17) esses
hidrogénios tiveram deslocamentos em 6 6,68 ¢ o 6,56.

No espectro de '3C observa-se para os trés compostos a presenga do carbono carbonilico do
aldeido em 6 194,35 para 13.1, 6 194,33 para 13.2 ¢ & 193,89 para 13.3. Na molécula (13.1)
(Apéndice A — Espectro 14) destaca-se os carbonos 12 ¢ 14 com deslocamentos em 6 103,93 e
0 110,15, respectivamente. No composto (13.2) (Apéndice A - Espectro 16) nota-se os carbonos
17 e 19 com deslocamentos em & 110,14 ¢ 6 103,91, respectivamente. No composto (13.3)

(Apéndice A - Espectro 18) os mesmos carbonos encontram-se com os deslocamentos em 0

109,72 e 103,44.

Quadro 4 — Deslocamentos quimicos dos produtos finais nos espectros de 'H e *C.

N : s e
L LA S LA LA

s~
s (13.1) (13.2) (12:3)

Posicio & 'H 513C  Posicio &'H 513C  Posicio  &'H 5 13C
1 533s) 71,17 1 534(s) 71,20 1 530(s) 70,76
2 - 156,43 2 - 156,47 2 - 155,87
3 757d) 12193 3 807(d), 12184 3 7.67(d) 121,47

J=7,7TH J=78Hz J=78Hz
z
4 795() 13872 4 7.96(dt), 13881 4 798(t) 138,35
J=7,8H J=7,7Hz J=7 8Hz
z
5 767(d) 12181 5 807(d), 121,87 5 751(d) 121,18
J=78H J=78Hz J=8 4Hz
z
6 - 154,30 6 - 162,49 6 - 153,45
7 550(s) 7206 7 5.64(s) 72.67 7 557(s) 72,39
8 - 163,74 8 - 154,43 8 - 158,62
9 - 107,36 9 - 108,17 9 - 110,77
10 2,09(s) 7,16 10 - 122,39 10 - 137,15
11 - 161,30 11 7,60(d) 129,53 11 8,03(m) 128,36
J=7,3Hz
12 670(d) 103,93 12 7.48m) 12683 12 7,73(m) 130,06
J=8,4H

z
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13 7,51(t) 139,19 13 7,57(d) 131,25 13 7,51(t) 138,73

J=84H J=72Hz J=8,4Hz
z
14 6,56(d) 110,15 14 7,48(m) 126,83 14 7,73(m) 130,06
J=8,4H
z
15 - 111,22 15 7,60(d) 129,53 15 8,03(m) 128,36
J=7,3Hz
16 - 162,82 16 - 162,89 16 - 160,84
17 10,41(s) 194,35 17 6,68(d) 110,14 17 6,56(dd) 109,72
J=8,3Hz J=8,4,
0,7 Hz
18 11,75(s) - 18 7,68(d) 139,16 18 7,87(m) 136,20
J=7,7Hz
- - - 19 6,55(d) 103,91 19 6,68(m) 103,44
J=8 4Hz
- - - 20 - 161,30 20 - 161,10
- - - 21 - 111,21 21 - 162,42
- - - 22 10,41(s) 194,33 22 10,41(s) 193,89
- - - 23 11,73(s) - 23 11,74(s) -

Fonte: dados da pesquisa.

A interpretagdo dos espectros de RMN unidimensionais ¢ bidimensionais sugerem a formagao
dos produtos de interesse, destacando-se mudangas em determinados sinais indicativos como
dois novos deslocamentos em & 6,56 — 6,70, referentes aos hidrogénios aromaticos do
benzaldeido, além do deslocamento de 6 = 10,42 referente ao hidrogénio do aldeido e 6 194,33
no espectro de '*C referente ao carbono aldeidico.

A espectroscopia na regido do infravermelho para a molécula (13.1) mostrou uma banda de
estiramento forte com valor 1550,77 cm™ que se refere ao grupo N-O do anel furoxano. Nota-
se também um estiramento em 1637,56 cm™ referente ao C=0 do aldeido. Observa-se também
o estiramento do aldeido C-H em 2924,09 cm™! enquanto o dobramento C-H é observado em
1365,60 cm™. O grupo metila apresenta banda em 1444,68 cm™ enquanto os carbonos

metilénicos apresentam uma banda em 1496,76 cm™.
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Quadro 5 — Bandas no infravermelho para o composto (13.1).

Grupo quimico Aspecto da banda Absorc¢do (cm™)
C-H; aldeido Dobramento 1365,60
C-C; metila Dobramento 1444,68
C-C; metileno Dobramento 1496,76
N-O; grupo nitro Estiramento 1550,77
C=0; aldeido Estiramento 1637,56
C-H; aldeido Estiramento 2924,09

Fonte: dados da pesquisa.

Figura 27 — Espectrofotometria na regido do infravermelho com faixa de frequéncia entre 4000 e 400 cm™' para

(13.1).
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Fonte: dados da pesquisa.

A espectrofotometria na regido do infravermelho (IR) para a molécula (13.3) mostrou uma
banda de estiramento forte com valor 1558,48 cm™ que se refere ao grupo N-O do anel
furoxano. Nota-se também um estiramento em 1620,21 cm’! referente ao C=0 do aldeido.
Observa-se o dobramento C-H do aldeido é em 1365,60 cm™. Os carbonos metilénicos

apresentaram uma banda em 1460,11 cm™.

Quadro 6 — Bandas de estiramento no infravermelho para (13.3).

Grupo Quimico Aspecto da banda Absorcio (cm™)
C-H; aldeido Dobramento 1365,60

C-C; metilénicos Dobramento 1460,11

N-O; grupo nitro Estiramento 1558,48
C=0; aldeido Estiramento 1620,21

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 28 — Espectrofotometria na regido do infravermelho com faixa de frequéncia entre 4000 a 400 cm™ para

(13.3).
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Fonte: dados da pesquisa.

As metodologias de sintese para os nlcleos furoxanicos sdo amplamente descritas na literatura.
Algumas reagdes para a formagdo dos furoxanos, como o furoxano nitro metilado e nitro
fenilado, utilizam o reagente nitrito de s6dio como agente quimico responsavel por introduzir
espécies de nitrogénio. Assim como descritos na literatura, os furoxanos (2) e (4) foram obtidos
como solidos amarelos com rendimentos de 35%. O furoxano (8) foi obtido como um sélido
branco com rendimento de 41%. As sinteses de acoplamento com a substancia (9) foram
realizadas em banho de gelo com excesso de (9) para deslocar a reacdo para a formacao dos
produtos desejados, minimizando a formagao de produtos disubstituidos.

Na sequéncia, os produtos obtidos na etapa anterior supracitada foram tratados com SOBr; e
quantidades cataliticas de N, N-dimetilformamida anidra e solvente anidro para formagao dos
haletos de alquila (11.1), (11.2) e (11.3) em meios reacionais acoplados a condensadores
ligeiramente tampados com algoddo. A escolha do catalisador e do solvente anidros assim como
os condensadores se deve ao fato da instabilidade das tionilas em meio aquoso ou em contanto
com o ar atmosférico, que sdo hidrolisados prontamente, liberando SO»g) € HBr(), gases
extremamente nocivos. Deve-se ressaltar também a influéncia do solvente usado, o
diclorometano, que evapora com facilidade em temperatura ambiente.

Por fim, os haletos foram tratados em meio basico e solvente anidro para obten¢ao dos produtos
finais. Apenas os produtos finais (13.1) e (13.3) foram obtidos com rendimentos entre 40 e 50%,

0 que permitiu serem submetidos as andlises quimicas de RMN de 'H e '*C assim como os
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experimentos HSQC e HMBC e a espectrofotometria na regido do infravermelho. O produto
final 13.2 foi obtido em quantidades suficientes para uma analise de RMN, com rendimento de
aproximadamente 12%, tendo apresentado impurezas, o que inviabilizou seu uso em analises

posteriores.
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5. Conclusoes

Os nucleos furoxanos foram obtidos com rendimentos variando entre 35% e 40%, sendo o 3,4-
bisaril(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-6xido o mais trabalhoso de ser obtido. As sinteses de
acoplamento com a 2,6-dihidroximetilpiridina teve rendimentos de 65% e 70%. A bromacgao
dos primeiros intermediarios ¢ uma etapa delicada devido a instabilidade do brometo de tionila,
entretanto, os rendimentos foram superiores a 80%.

Foram obtidos dois compostos finais com rendimentos maiores que 30% (13.1 e 13.3). O
composto final fenilado (13.2) foi obtido com rendimento de 12%. A série do furoxano metilado
apresentou um rendimento global de 56,5%. A série do furoxano fenilado apresentou
rendimento global de 50,75%. E a série do furoxano fenilsulfonado apresentou um rendimento
global de 60,75%. Os métodos analiticos utilizaram sugerem a formagao do produto, permitindo

concluir que a rota sintética utilizada permitiu a obteng@o dos produtos desejados.
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APENDICE A — ESPECTROS DE RMN

Espectro 1 - Espectro de RMN de 'H (600MHz) da molécula 10.1.
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Espectro 2 - Espectro de RMN de '*C (DEPTQ135, 150MHz) da molécula 10.1.
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Espectro 3 - Espectro de RMN de 'H (600MHz) da molécula 10.2.
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Espectro 4 - Espectro de RMN de '*C (DEPTQ, 150Mhz) da molécula 10.2.
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Espectro 5 - Espectro de RMN de 'H (600MHz) da molécula 10.3.
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Espectro 6 - Espectro de RMN *C (DEPTQ, 150MHz) da molécula 10.3.
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Espectro 7 - Espectro de RMN 'H (600MHz) da molécula 11.1.
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Espectro 8 - Espectro de RMN 3C (DEPTQ, 150MHz) da molécula 11.1.
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Espectro 9 - espectro de RMN 'H (600MHz) da molécula 11.2.
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Espectro 10 - Espectro de RMN !*C (DEPTQ, 150MHz) da molécula 11.2.
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Espectro 11 - Espectro de RMN 'H (600MHz) da molécula 11.3.
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Espectro 12 - Espectro de RMN *C (DEPTQ, 150MHz) da molécula 11.3.
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Espectro 13 - Espectro de RMN 'H (600MHz) da molécula GIOF.
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Espectro 14 - Espectro de RMN *C (DEPTQ, 150MHz) da molécula GIOF.
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Espectro 15 - Espectro de RMN 'H (600MHz) da molécula GPOF.
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Espectro 16 - Espectro de RMN *C (DEPTQ, 150MHz) da molécula GPOF.
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Espectro 17 - Espectro de RMN 'H (600MHz) da molécula GSOF.
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Espectro 18 - Espectro de RMN *C (DEPTQ, 150MHz) da molécula GSOF.
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Espectro 19 - Experimento HSQC (Bruker® 600) da molécula GIOF.
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Espectro 20 - Experimento HMBC (Bruker® 600) da molécula GIOF.
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Espectro 21 - experimento HSQC (Bruker® 600) da molécula GSOF.
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Espectro 22 - Experimento HMBC (Bruker® 600) da molécula GSOF.
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