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Resumo

A anemia falciforme (AF) ¢ uma doenga hematologica de origem genética caracterizada por
uma mutacao pontual, em que o codon que codifica o acido glutamico na hemoglobina adulta
normal (HbA) passa a codificar a valina, resultando na hemoglobina falciforme (HbS). Tal
troca provoca alteragdes na estrutura da hemoglobina aumentando a capacidade de
polimerizacao frente aos estagios de desoxigenacgdo. Dentre os tratamentos disponiveis, o
mais utilizado ¢ a hidroxiureia (HU), entretanto esta possui alguns efeitos adversos graves e
estima-se que em cerca de 1/3 dos pacientes ndo respondem adequadamente a HU. Uma
opcao recente aprovada pela agéncia norte-americana FDA ¢ o voxelotor, capaz de se ligar
covalentemente a cadeia alfa da HbS e modular sua afinidade ao oxigénio (O;). O andlogo do
voxelotor, composto VZHE-039, demonstrou ser capaz de inibir a polimerizagdo tanto em
situacdes de hipoxia como anoxia mostrando vantagens comparados ao voxelotor. Dessa
forma, esse andlogo se constitui como um importante prototipo para modificagdes
moleculares. Nos ultimos anos nosso grupo de pesquisa demonstrou a importancia no oxido
nitrico (NO) no tratamento da anemia falciforme, apresentando efeitos diretos como
dilatadores nos vasos, além de induzir a producdo de hemoglobina fetal via ativagdao da via
NO/guanilato ciclase/GMPc. Frente aos efeitos benéficos dos furoxanos como doadores de
oxido nitrico, neste trabalho realizamos o planejamento e a sintese de um novo derivado do

VZHE-039 conjugado a um doador de 6xido nitrico.

Palavras-chaves: Voxelotor, VZHE-039, Oxido nitrico, Novos farmacos, Anemia

falciforme.



Abstract

Sickle cell anemia (SCA) is a hematological disease of genetic origin characterized by a
punctual mutation, in which the codon that encodes glutamic acid in normal adult
hemoglobin (HbA) starts to encode valine, resulting in sickle cell hemoglobin (HbS). Such an
exchange causes changes in the hemoglobin structure, increasing the polymerization capacity
in the face of deoxygenation stages. Among the available treatments, the most used is
hydroxyurea (HU), however it has some serious adverse effects and it is estimated that in
about 1/3 of patients do not respond adequately to HU. A recent option approved by the US
FDA is voxelotor, capable of covalently binding to the alpha chain of HbS and modulating its
affinity for oxygen. The voxelotor analogue, compound VZHE-039, was shown to be able to
inhibit polymerization in both hypoxia and anoxia, showing advantages compared to
voxelotor. Thus, this analogue constitutes an important prototype for molecular
modifications. In recent years, our research group has demonstrated the importance of nitric
oxide (NO) in the treatment of sickle cell anemia, presenting direct effects as dilators in the
vessels, in addition to inducing the production of fetal hemoglobin via activation of the
NO/guanylate cyclase/cGMP pathway. In view of the beneficial effects of furoxanes as nitric
oxide donors, in this work we carried out the planning and synthesis of a new derivative of

VZHE-039 conjugated to a nitric oxide donor.

Keywords: Voxelotor, VZHE-039, Nitric oxide, New drugs, Sickle cell anemia.
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1. INTRODUCAO
1.1. Anemia Falciforme

1.1.1. Fisiopatologia

O transporte de oxigénio (O,) pelo sangue aos tecidos acontece através da ligagdo
desse gas a hemoglobina, que ¢ um tetrAmero composto de duas subunidades globinicas. As
subunidades estdo ligadas a um grupo heme cada uma, que por sua vez ¢ constituido pelo
anel porfirinico com um atomo de ferro no centro e que ¢ responsavel pela ligacdo ao O,.
Desde a concepgao até os 6 meses de vida, o ser humano apresenta trés tipos diferentes de
hemoglobina: embrionaria, fetal e adulta. Os tipos de hemoglobinas sdo distintos quanto a
constituicdo de suas cadeias globinicas. A hemoglobina adulta, por exemplo, denominada
como hemoglobina A (HbA), ¢ constituida de duas cadeias alfa (o) e duas cadeias beta (),
enquanto a hemoglobina fetal (HbF) possui duas cadeias alfa e duas cadeias gama (SANTOS
et al., 2012).

Os portadores da AF possuem uma mutacdo pontual no gene da [ globina, que
ocasiona a troca de uma base nitrogenada e, dessa forma, o codon que codificaria o acido
glutamico (Glu) passa a codificar uma valina (Val). Essa troca resulta numa mudanga do
caracter quimico dos aminoacidos, sendo que o acido glutdmico em meio fisioldgico se
apresenta desprotonado e com uma carga negativa, enquanto que a valina ¢ um aminoacido
hidrofébico. A carga presente no Glu faz com que haja uma repulsdo entre as hemoglobinas,
devido ao fato desse aminoacido estar localizado na superficie da cadeia da [ globina.
Quando a mutacao esta presente e o aminoacido da superficie ¢ a Val, existe uma interagao
entre as hemoglobinas, através de interagdes hidrofobicas, resultando em interagdes que
promovem a sua polimerizagdo. A hemoglobina mutada recebe o nome de hemoglobina S

(HbS) (MANFREDINI et al., 2007).

A principal caracteristica dessa doenga ¢ a presenca de hemacias em formato de foice,
condicdo causada pela polimerizagdo da HbS quando no estado desoxigenado. Essas
hemécias em foice ocasionam uma anemia hemolitica, j4 que os polimeros formados
provocam hemolise lesionando a membrana eritrocitica. Além disso, o transporte de oxigénio
¢ dificultado devido ao maior contato das hemacias em foice as moléculas de adesdo

circulantes, o que atrapalha a sua circulagdo e contribui também para processo de vaso-
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oclusdo pela aderéncia dessas ao endotélio dos vasos, favorecendo o surgimento de processos

infecciosos e inflamatérios (MACHADO et al., 2018).

O processo de vaso oclusao ¢ complexo e multifatorial, envolve a inflamacao e vaso-
reatividade, e conta com a participacao de diversos tipos celulares, presenga de estresse
oxidativo e biodisponibilidade de o¢xido nitrico reduzida. Os eritrécitos contendo HbS
apresentam maior adesdo ao endotélio vascular, e propiciam a ativa¢do deste o que leva ao
aumento de expressdo de moléculas de adesdao e mediadores inflamatorios, além de propiciar
ativacdo da cascata de coagulagdo. Somado a isso, ocorre maior interagdo entre as células
vermelhas, brancas e as plaquetas, promovendo um ciclo de ativagdo celular constante,
adesdo celular e mediacdo inflamatoria que prolongam o estado inflamatério crénico, como

demonstrado na figura 1 (CONRAN et al., 2009).

Figura 1 — Estado inflamatdrio cronico e vaso-oclusdo
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Fonte: Retirado e adaptado de CONRAN et al., 2009.
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A hemaécia que contém a HbS possui uma vida til de aproximadamente 3 semanas,
bem menor que a HbA que ¢ de até 120 dias. A hemdlise crdnica resulta na constante
liberacao dos componentes presentes na hemacia, como arginase e a propria hemoglobina. A
arginase tem como substrato o aminoécido arginina, sendo assim, sua constante libera¢cdo no
plasma resulta no consumo e diminui¢ao das taxas do mesmo. A producdo de NO endogeno ¢

realizada por enzimas denominadas NO sintetases, as quais sdo responsaveis por converter L-
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arginina em L-citrulina liberando NO como produto (MONCADA et al.,1989). Como
resultado, a arginase e a NO sintetase irdo competir pela arginina do plasma, resultando na
diminui¢do da producao de NO endogeno. De forma concomitante, a hemoglobina livre no

plasma ¢ responsavel pelo sequestro de NO circulante, diminuindo ainda mais suas taxas

(MORRIS, 2008).

O NO exerce um papel fundamental na homeostase vascular, sendo responsavel pela
manutengdo do tonus vascular através da ativagdo da enzima guanilato ciclase soluvel (sGC)
e produ¢do de cGMP (GEWALTIG et al., 2002); atuando como anti-inflamatério e na
regulacdo de citocinas pro-inflamatorias; e auxiliando no controle do estresse oxidativo
através da diminui¢do de espécies reativas de O,. A importante reducdo nas taxas de NO
circulante agrava o quadro de inflamagao e vaso-oclusdo do paciente falciforme, sendo assim
¢ essencial que o tratamento adotado seja capaz de atuar minimizando os efeitos deletérios

causados por esse desequilibrio.

A AF possui uma variabilidade de resposta em seus portadores, sendo que alguns sdo
assintomaticos enquanto outros necessitam de hospitaliza¢do, geralmente devido as dores
intensas de origem isquémica. Tais diferencas devem-se a variabilidade fenotipica, sendo que
os modificadores genéticos mais bem caracterizados e que possuem influéncia na resposta
genética sdo os determinantes dos niveis de HbF e a co-heranca da alfa-talassemia, porém sé
estes ndo explicam a grande quantidade das variagdes observadas e por isso muitos estudos
genéticos ainda sdo realizados. Apesar dos esforgos para entender essa variabilidade, ainda
ndo se obteve nenhum resultado significante o suficiente. E foi baseando-se nisso que
realizou-se também uma busca acerca de como os fatores ambientais podem explicar parte
dessa variabilidade clinica, ja que o fator climatico ¢ reconhecido como influente sobre a dor
aguda, outros fatores como a qualidade do ar, o local de habitagdo, a condicdo
socioeconOmica, a pratica de atividades fisicas e a ocorréncia de infecgdes também podem
possuir relevancia sobre a manifestagdo da patologia e contribuir no entendimento dessas

diferencas (TEWARI et al., 2015).
1.1.2. Epidemiologia

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Satude e das Nagdes Unidas, se estima que
no mundo ocorra mais de 300.000 nascimentos ao ano de individuos afetados pela Anemia

Falciforme (AF), sendo, portanto, um importante problema de Satide Publica. A frequéncia
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dos pacientes vivendo com AF é maior na Africa Subsaariana, Arabia Saudita e na india
(ALRAYYES et al,, 2018). A AF ¢ encontrada prevalentemente nos afrodescendentes, e no
Brasil, estados como a Bahia apresentam taxas de até 1/650 recém-nascidos. Estudos
epidemiologicos estimam ainda que no pais entre os anos 1998 e 2012 foram

aproximadamente 2,6 mil criangas diagnosticadas com AF (ARDUINI et al., 2017).

Um aumento na prevaléncia e na heterogeneidade genética de hemoglobinopatias no
mundo todo se deve a migragdo, sobretudo na Europa. Entretanto, o melhor acesso a saude
nos paises de maior desenvolvimento, ¢ os programas de triagem neonatal resultaram na
diminui¢do dos numeros de mortalidade precoce, em contraste com os subdesenvolvidos
onde as taxas continuam altas. Estima-se que a expectativa de vida dos pacientes com AF nos

paises desenvolvidos pode superar os 55 anos de idade (TEWARI et al., 2015).

A triagem neonatal permite a identificagdo precoce de doencas metabolicas, genéticas
e/ou infecciosas. Um dos objetivos desta ¢ a deteccdo de doengas antes dessas apresentarem
seus sinais e sintomas, além de acompanhé-las e tratd-las de forma precoce. No Brasil,
programas de diagnosticos em recém-nascidos s6 foram iniciados em 1976 e, apenas em 2001
o Ministério da Satde incorporou o diagnostico da AF a esses programas (RODRIGUES et
al., 2012). Nos Estados Unidos, a situagdo ja era bem diferente desde a década de 70 no qual
ja haviam sido iniciados a implementagdo da triagem neonatal para AF em alguns estados. O
resultado dessa testagem precoce ¢ a diminuicdo do numero de mortes das criangas
diagnosticadas e a reducdo da morbidade, isso porque saber previamente se o bebé
desenvolvera ou ndo a doenca, permite que os familiares ao serem informados possam tomar
os devidos cuidados e procurar assisténcia médica para iniciar o tratamento a tempo de

prevenir as complica¢des dessa doenca (YUSUF et al., 2011).

Apesar de importante para reduzir as taxas de mortalidade infantil, esses programas de
triagem neonatais, sobretudo para AF, ndo sdo amplamente implementados ao redor do
mundo, inclusive no continente africano onde as preocupacdes maiores sao com doengas
como HIV e tuberculose. Na Africa Subsaariana, ha uma estimativa de 230.000 nascimentos
ao ano afetados pela AF, correspondendo a cerca de 70% dos casos mundiais. A falta do
diagndstico precoce e do acesso aos cuidados pode contribuir significativamente para
aumentar a taxa de mortalidade infantil, que pode chegar a 6,4% em criancas menores de 5

anos (MCGANN, 2014).
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Em 1949, foi sugerida a “hipotese da malaria”, um paradoxo Darwiniano que tenta
explicar como as altas frequéncias de distirbios genéticos do sangue poderiam oferecer uma
vantagem seletiva, como a prote¢do contra malaria que ocorre em pacientes portadores da
AF. Essa hipotese foi discutida apds perceber-se que a distribuicao geografica da talassemia e
da malaria na regido do mediterraneo, Sardenha, Melanésia e Quénia coincidem, sendo que
tal associagio também foi notada entre individuos falcémicos e a malaria na Africa (PIEL et

al., 2010).
1.1.3. Tratamento

Entre as opg¢des de tratamento padrdes, a primeira com uso aprovado para AF pela
Food and Drug Administration (FDA) e pela agéncia europeia The European Medicines
Agency’s (EMEA) ¢ a hidroxiureia (HU). HU apresenta como principal efeito a inducdo de
HbF a fim de diminuir a concentragdo da HbS e consequentemente a polimerizagdo, além de
reduzir a expressdao das moléculas de adesdo, diminuir a taxa de hemdlise e aumentar a
biodisponibilidade de o¢xido nitrico (NO). Entretanto, um dos grandes inconvenientes
relatados ¢ o de que a HU ndo ¢ eficaz para aproximadamente 1/3 dos pacientes. Ademais,
possui efeitos adversos significativos, como a mielossupressdo e genotoxicidade quando
usada de forma cronica. A L-glutamina € outro medicamento disponivel, tendo como efeito o
aumento de NAD/NADH intracelular e proporcionando a redu¢do dos episddios dolorosos de
vaso-oclusdo e do numero de hospitalizacdes devido ao seu papel como antioxidante. Outra
opcdo terapéutica aprovada para AF € o crizanlizumabe. Este ¢ um anticorpo monoclonal
responsavel pelo bloqueio da interagdo da P-seletina e o ligante 1 da sua glicoproteina,

diminuindo o processo de vaso-oclusao (PAVAN et al., 2020).

O voxelotor, aprovado em 2019 pela FDA, ¢ o primeiro inibidor da polimerizagao da
HbS. Esse farmaco atua através da ligacdo covalente com a cadeia alfa da hemoglobina,
modulando sua afinidade pelo oxigénio, o que resulta numa maior estabilidade das hemécias
em seu estado oxigenado, evitando assim a polimerizacdo da hemoglobina. Como
consequéncia, o voxelotor € capaz de reduzir as complicacdes da AF e mostrou-se como uma
opcdo de tratamento promissora minimizando os agravantes dessa doenca (HERITY et al.,

2021).

A seguir serdo destacados os principais farmacos usados no tratamento e algumas

consideragdes sobre o uso destes na AF.
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1.1.3.1.  Hidroxiureia (HU)

Figura 2 — Estrutura quimica da hidroxiureia.
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A HU estimula a produ¢do da cadeia gama e induz o aumento de HbF participando de
modificagdes epigenéticas, de eventos transcricionais, de vias de sinalizag¢ao, de modificagcdes
pOs-transcricionais, entre outras vias moleculares, mas sem o mecanismo exato conhecido
(PULE et al., 2015). O mecanismo de acdo da HU ¢ baseado em sua reagdo com o grupo
heme da sGC, resultando na bioconversio da HU a NO ¢ na ativagdo da enzima. Com a
ativa¢do da sGC ha um aumento na producdo de cGMP e consequente indugdo da expressao

do gene da gama-globina e produ¢ao de HbF (COKIC et al., 2008).

Ao induzir a producdo de HbF, a HU promove a reducdo da anemia hemolitica,
diminui¢do do quadro inflamatério e, consequentemente, reduz as complicagdes dos quadros
de dores cronicas e agudas, além de melhorar a qualidade de vida do portador da AF, sendo
que atualmente € o tratamento padrdo para essa doenga, inclusive para criangas (POWER-

HAYSA et al., 2020).
1.1.3.2. L-glutamina

Figura 3 — Estrutura quimica da L-glutamina.
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Um dos aminoécidos mais abundantes, a glutamina estd envolvida no transporte de
nitrogénio, na regulacdo da homeostase acido-base e até na sinalizacdo catabdlica, como
precursora da glutationa, do NAD e da arginina, oferecendo prote¢do contra danos oxidativos
aos eritrocitos. Tais efeitos podem ser benéficos aos pacientes com AF, mas de forma que o
uso da L-glutamina seja apenas suplementar a outro tratamento, ja que ela ndo possui a
capacidade de atuar apenas sobre os eritrocitos, mas sim no organismo como um todo, sendo
importante o uso com cautela e monitorado para aqueles que possuem insuficiéncia renal ou

hepatica (QUINN, 2018). Nos estudos clinicos da L-glutamina foi demonstrado que seu uso
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reduziu em 25% os episodios de crises dolorosas dos pacientes, e diminuiu em cerca de 33%
as taxas de hospitalizag¢des, o que levou a aprovagdo desse farmaco para o tratamento da AF

(NITHARA et al., 2018).
1.1.3.3. Crizanlizumabe

O crizanlizumabe ¢ um anticorpo monoclonal direcionado para a glicoproteina P-
selectina, molécula de adesdo presente na membrana do endotélio. Seu mecanismo de agdo
ocorre através da sua ligacdao a P-selectina, impedindo a adesdo de neutrofilos ativados aos
vasos, evitando assim a vaso-oclusdo (LEIBOVITCH et al., 2022). A Figura 6 apresenta um

esquema do mecanismo de acao do crizanlizumabe.

Figura 4 — Mecanismo de acao do crizanilzumabe

%ﬁé

Y
S &

Vaso
sanguineo

Crizanlizumab 3 Y %
—

IS

Sem VOC
® J v Y an & | i
itroci Endotélio ; T
itroci Eritrocito  Plaqueta  Plaqueta Neutrdfilo
Eritracito ! ! ativado gkl P-selectin  PSGL1

‘ em foice ativada

com netose

Fonte: Retirado e adaptado de RILEY et al., 2019.

Os ensaios clinicos de fase II realizados com pacientes falciformes demonstraram que
o tratamento com crizanlizumabe (5mg/kg) reduziu em até 45,3% a médias das taxas de
crises dolorosas em 52 semanas, € também foi capaz de retardar a ocorréncia de crises vaso
oclusivas (ATAGA et al., 2017). Em pacientes recebendo placebo, as primeiras crises vaso-
oclusivas ocorreram cerca de 1,38 meses apds o inicio do tratamento, enquanto que os
pacientes recebendo o anticorpo apresentaram as primeiras crises vaso-oclusivas cerca de

4,07 meses apOs o inicio do tratamento (KUTLAR et al., 2019). Tais resultados
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demonstraram que o crizanlizumabe era efetivo na diminui¢ao da frequéncia das crises vaso-

oclusivas, e nas crises dolorosas decorrentes das mesmas.

O crizanlizumabe teve aprovacao pelo FDA em 2019 e tem seu uso objetivando a
prevencdo das crises vaso-oclusivas dolorosas, inibindo a adesdao dos globulos vermelhos
falciformes. Foi considerada uma terapia inovadora, mas estudos demonstraram efeitos mais

significativos quando o uso ¢ concomitante a HU (RILEY et al., 2019).

1.1.3.4. Voxelotor

Figura 5 — Estrutura quimica do voxelotor.
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Em estudos realizados com o voxelotor foi observada eficicia e seguranca, sendo este
capaz de reduzir os marcadores de hemolise de forma dose-dependente. O voxelotor pode ser

utilizado em terapias combinadas, inclusive com HU (GLAROS et al., 2021).

O voxelotor possui em sua estrutura um aldeido aromatico responsavel pela ligagado
covalente com o residuo de valina da cadeia alfa (aVall) da hemoglobina, o qual resultard no
deslocamento e estabilizacdo da conformacdo da hemoglobina em seu estado relaxado (R),
ou oxigenado. Devido ao fato da polimerizagdo da HbS ocorrer quando a hemoglobina
apresenta-se em seu estado deoxigenado, a aplicacdo de ligantes covalentes de hemoglobina,
como o voxelotor, apresenta-se como uma alternativa ao tratamento da AF. Por ser capaz de
modular a estrutura tridimensional da hemoglobina, o voxelotor ¢ capaz de prevenir a
polimerizacdo da mesma, minimizando os efeitos decorrentes desse fenomeno (GLAROS et

al., 2021).

Resultados dos estudos clinicos demonstraram que o voxelotor foi capaz de aumentar
os niveis de hemoglobina e de saturacdo de oxigénio, e reduzir as taxas de falcizagdo das

hemadcias, hemolise e nas taxas de hospitalizagdo dos pacientes (BLYDEN et al. 2018). O
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voxelotor foi aprovado pelo FDA em 2019, sendo uma das mais recentes adi¢des ao

tratamento da AF, e é comercializado sob o nome Oxybrita®.

1.14. Desenvolvimento de ligantes covalentes de hemoglobina

Neste capitulo sera feito um breve destaque para algumas descobertas recentes que
sdo importantes para conduzir o desenvolvimento de novos farmacos para AF que apresentem

a hemoglobina como alvo, e inclusive foram utilizadas para o planejamento deste trabalho.

1.1.4.1. VZHE-09

A Hb atua em equilibrio entres dois estados: o tenso (T) quando estd desoxigenada,
sendo que apenas nesse estado a HbS possui a capacidade de polimerizar fibras insoliveis e
originar as hemacias falciformes; e o relaxado (R) em que ocorre a ligagdo ao oxigénio por
essa conformagdo possuir maior afinidade a esse gas. Com base nisso, demonstrou-se que
moléculas com aldeidos aromaticos possuem capacidade de realizarem interagdes de base de
Schiff com a amina livre do residuo de Val da cadeia alfa da Hb, que resulta na
desestabilizacdao do estado T e estabilizagdo do estado R aumentando a afinidade pelo O, e

consequentemente reduzindo a polimerizagdo (ABDULMALIK et al., 2020).

Inicialmente, foram estudadas as moléculas de vanilina e 5-HMF como candidatas ao
tratamento de AF, por possuirem a capacidade de realizar as interagdes de base de Schiff com
a Val da Hb, entretanto possuem propriedades farmacodindmicas e/ou farmacocinéticas
fracas, ja que sdo metabolizadas muito rapidamente no figado. A partir dessas informacdes,
Abdulmalik e colaboradores realizaram o planejamento de moléculas que fossem mais
potentes em aumentar a afinidade por O, e na inibicao da falcizacdo das hemadcias, entre elas
estdio INN-312, INN-298 e SAJ-310 que consistem na incorporacdo da metoxi-piridina
(metoxiPi) ao anel aromatico da vanilina em diferentes orientagdes, o que resultou em
interagdes adicionais que potencialmente aumentaram a afinidade da Hb pelo oxigénio. Outro
achado foi que os compostos com o metoxiPi na posi¢do orto em relagdo ao aldeido da
vanilina apresentaram mecanismo anti-falciforme independente de O,, através de interacdes
hidrofobicas fracas com a hélice F da a-globina (aF-hélice) que provocam aumento da

solubilidade da HbS desoxigenada (ABDULMALIK et al., 2020).
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Visando sintetizar um composto que fosse um ligante mais forte com a aF-hélice e
aumentar a estabilidade metabolica da fracdo aldeido, Abdulmalik ¢ colaboradores
descobriram outros compostos como o TD-7 e o VZHE-039, sendo este ultimo (Figura 6) o
mais promissor pois foi capaz de realizar uma interacao de ligacao de hidrogénio forte com a
aF-hélice através de sua fragdo metilhidroxi do metoxiPi, importante para o mecanismo anti-

falcizagdo adicional independente de O, (ABDULMALIK et al., 2020).

Figura 6 — Estrutura quimica do composto VZHE-039.
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Fonte: Retirado de ABDULMALIK et al., 2020.

A figura 7 demonstra imagens de estudos de cristalografia de raios-X da liga¢do da
molécula de VZHE-039 a Hb, ¢ possivel observar a ligacdo de hidrogénio formada entre a
por¢ao metilhidroxil da molécula e o residuo 76 de metionina da cadeia alfa (aMet76).
Observa-se também a interacdo entre a hidroxila presente no benzaldeido e o residuo 1 de
valina da cadeia alfa (aVall) que possui a caracteristica de ser uma interacdo forte e
evidenciando que o objetivo estrutural foi atingido. Somado a esses resultados, estudos in
vitro confirmaram a capacidade desse composto em inibir a falcizagdo até mesmo em
situagdes de andxia devido sua interagdo adicional a aF-hélice destacada na Figura 7,
juntamente a sua atividade por mecanismo dependente de O2 pela formacdo de base de schiff

com a Hb. (ABDULMALIK et al., 2020).
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Figura 7 — VZHE-039 ligado a Hb.
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Fonte: Retirado e adaptado de ABDULMALIK et al., 2020.

1.1.4.2.  Oxido nitrico (NO)

E sabido que o NO possui importantes fungdes fisiologicas, pois é um radical livre
com potente atividade vasodilatadora e que atua regulando a homeostase vascular, por isso
em situagdes de impacto sobre os seus niveis podem resultar em disfungdes vasculares. Na
AF ocorre a deplegao dos niveis de NO por meio de mecanismos que sequestram e/ou
diminuem a sintese dessa molécula (MORRIS, CR., 2008), acarretando piora de algumas das
condi¢des clinicas dessa doenca. Ademais, estudos demonstraram que aumentar o
fornecimento de NO ao plasma pode reduzir a gravidade e a duragdo das crises vaso-
oclusivas, inclusive através de moléculas doadoras de NO exdgena, como a propria HU
apresenta efeitos benéficos promovendo a vasodilatacdo, inibicdo da a agrega¢do plaquetaria
e reducdo da inflamacdo (HUANG et al., 2022). Os efeitos terapéuticos de NO estdo
relacionados as suas acgdes vasodilatadoras, antiplaquetarias, anti-adesdo leucocitaria,
antiproliferativas e antioxidativas que somadas melhoram a funcdo endotelial e reduzem a

progressdo de doengas vasculares (GEWALTIG et al., 2002).

Um ensaio clinico realizado por Little e colaboradores demonstrou que a
suplementa¢do de L-arginina, um precursor de NO, em pacientes utilizando HU possui

impacto sobre a producao de HbF e altera o potencial redox das células vermelhas, porém nao
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detectou-se nenhuma eficécia clinicamente significativa, o que pode ser justificado pelo seu

metabolismo aumentado em pacientes com AF (LITTLE et al., 2009).

Compostos que possuem subunidades doadoras de NO podem contribuir
beneficamente para o tratamento da AF devido sua capacidade de aumentar expressao do
gene y-globina, inibir agregagao plaquetaria e promover a vasodilatacdo. Dessa forma, Santos
e colaboradores planejaram moléculas derivadas de ftalimida obtidas por hibridizagdo
molecular de uma subunidade de furoxano, visando sua capacidade de doagdo de NO, ¢ a
talidomida. Como resultado obtiveram que todos os compostos sintetizados apresentaram a
propriedade de doar NO, entretanto o composto 3b (Figura 8) foi o que se destacou por
possuir atividade analgésica e por aumentar a expressdo do gene y-globlina, além de ter

atividade mutagénica menor que a HU (SANTOS et al., 2012).

Figura 8 — Composto 3b

O

Fonte: Retirado de SANTOS et al., 2012.

Assim, ligantes covalentes de hemoglobina associados aos furoxanos poderiam atuar por um
mecanismo multiplo de agdo ao interferir com a polimerizagdo de HbS e promover a
liberagdo do oxido nitrico, podendo assim constituir uma abordagem diferente para tratar a

doenca.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi o planejamento, a sintese e a caracterizagdo de
inibidores covalentes da hemoglobina com capacidade de doacdo de 6xido nitrico visando

compostos uteis para o tratamento da anemia falciforme.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Planejamento Estrutural

O composto VZHE-039 foi planejado e sintetizado por Abdulmalik e colaboradores
(ABDULMALIK et al., 2020) e apresenta mecanismo de a¢do similar ao voxelotor, porém foi
demonstrado que o VZHE-039 ¢ capaz de evitar a polimerizacdo da HbS tanto em ambientes
de hipoxia quanto de anoxia, o que ndo ocorre quando da utilizagdo do voxelotor. Sendo
assim, o composto VZHE-039 apresenta vantagens de utilizagdo, quando comparado ao
farmaco aprovado. Baseando-se nesses dados, planejou-se uma nova molécula que apresenta
uma hibrida¢do molecular entre o composto VZHE-039 e um doador de 6xido nitrico. O
composto (7), apresentado na Figura 9, apresenta o grupamento aldeidico (vermelho) para
atuacdo como ligante covalente de hemoglobina. O anel piridinico presente no composto
sintetizado por Abdulmalik e colaboradores foi inserido na estrutura do composto (7) com
intuito de manter-se a atua¢do da nova molécula em ambientes de hipoxia e anoxia. Através
da estratégia de hibridacdo, foi inserida na estrutura do composto (7) um grupo furoxano
(azul) com o intuito de obter-se um composto capaz de atuar nos sintomas da anemia
falciforme através de dois mecanismo de agao diferentes: 1- inibicdo covalente da
hemoglobina devido a presenca do grupamento aldeidico, o que resultard na diminuigdo da
polimerizacdo e hemolise; e também através da doagdo de NO devido a presenca do grupo
furoxano, o que ird reestabelecer as taxas de NO circulantes do pacientes, restaurando a

homeostase.
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Figura 9 — Planejamento estrutural do composto (7).
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3.2. Metodologia de sintese
O produto final foi obtido de acordo com a rota sintética demonstrada na Figura 10.

Figura 10 — Esquema da rota sintética de obtencao do composto (7).
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Procedimentos experimentais

a)

b)

Em um baldo de 250 mL, foram adicionados 100 mL de cloroférmio, 35 mL de acido
sulfurico 60% e aproximadamente 10 mL (0,12 mol) de 4cido metacrilico (1). Apos
resfriamento em banho de gelo, adicionou-se lentamente 28g (0,41 mol) de nitrito de
sodio durante 20 minutos. Em seguida, a rea¢do foi aquecida a 50°C em banho de
6leo durante 40 minutos em refluxo. Decorrido esse tempo, retirou-se do aquecimento
e a reagao foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 12 horas. Ao final
adicionou-se agua gelada e o isolamento do produto foi realizado pela extracdo da
fase aquosa através de adigdes de de cloroformio (3 x 30 mL). Posteriormente a fase
organica foi lavada com agua destilada (3 x 30 mL), bicarbonato de s6édio 2% (3x 20
mL) e solucdo saturada de cloreto de sodio (2 x 20 mL), logo depois foi adicionado o
agente secante sulfato de sodio anidro para remog¢do da agua residual. Depois de
filtrada, a fase organica foi deixada para evaporagdao do solvente. A purificagdo foi
realizada por cromatografia de média pressdo no equipamento Isolera (Biotage®), em
coluna de 25g Snap Ultra® com fase movel isocratica de 100% diclorometano em um
fluxo de 35 mL/min. E apos isolamento identificado por cromatografia em camada
delgada (FM: 100% diclorometano) os solventes foram evaporados para obtengdo de

um so6lido amarelo ouro e com rendimento médio de 35% (2).

A um baldo de 25 mL foram adicionados 270 mg (1,94 mmol) de bis-
metilhidroxipiridina (3), 150 mg de NaOH 50% (w/w) e 4 mL de THF, mantendo a
reacdo sob agitacdo a 0° C. Apos resfriamento, lentamente adicionou-se 280 mg (1,94
mmol) do (2) em banho de gelo. Terminada a adi¢do, removeu-se o banho de gelo e
manteve-se a reacdo a temperatura ambiente por 4 horas. Ao final da reagao,
adicionou-se 50 mL de agua gelada e o contetido foi transferido para um funil de
separagdo para o isolamento do produto. A fase aquosa foi extraida com acetato de
etila (6 x 30 mL). A fase organica foi coletada e seca com sulfato de sédio anidro,
filtrada e evaporada a pressao reduzida. Purificou-se o produto por cromatografia de
média pressao no equipamento Isolera (Biotage®), em coluna de 25g Snap Ultra®
com fase moével gradiente de hexano:acetato de etila de 8:2 a 6:4 e fluxo de 35
mL/min. Apds isolamento identificado por cromatografia em camada delgada (FM:
8:2 hexano:acetato de etila) os solventes foram evaporados e obteve-se um soélido

amarelo com rendimento de 48% (4).
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¢) Adicionou-se em um baldo de 10 mL, 80mg de (4) ¢ 1 mL de brometo de tionila,
deixando a reagdo sob agitacdo em temperatura ambiente por 24 horas. Ao final da
reacdo, foram adicionados agua gelada e gelo até que parasse de exalar os vapores do
brometo de tionila em excesso, em seguida ajustou-se o pH do meio para entre 7 ¢ 8,
utilizando uma solu¢do de hidroxido de sodio a 10%. Depois, para extragdo da fase
aquosa foi utilizado acetato de etila (4 x 10 mL) e a fase organica coletada foi seca
com sulfato de sodio anidro, filtrada e evaporada. A purificacdo do produto foi feita
por cromatografia de média pressao no equipamento Isolera (Biotage®), em coluna de
10g Snap Ultra® com fase movel isocratica hexano:acetato de etila 6:4 e fluxo de
17mL/min. Ap6s isolamento identificado por cromatografia em camada delgada (FM:
6:4 hexano:acetato de etila) os solventes foram evaporados e obteve-se um sélido

branco com rendimento de 47% (5).

d) Em um baldo de 25 mL contendo 5 mL de DMF anidro, realizou-se a mistura de 19,2
mg (0,157 mmol) de salisaldeido (6) e 21,7 mg de carbonato de potassio (0,157
mmol), a qual foi mantida sob agitacdo por 5 minutos. Decorrido esse tempo, foram
adicionados aos poucos e sob banho de gelo, 47,2 mg do (5) (0,157mmol)
previamente solubilizado em DMF anidro, em seguida a reacdo foi mantida sob
agitacdo e em temperatura ambiente por 7 horas. Ao final, 30 mL de agua gelada
foram adicionados e a extragdo da fase aquosa foi realizada com acetato de etila (3 x
10 mL). A fase organica coletada foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e
evaporada. O produto foi purificado por cromatografia de média pressdo no
equipamento Isolera (Biotage®), em coluna de 10g Snap Ultra® com fase movel
isocratica de hexano:acetato de etila 6:4, em um fluxo de 15mL/min. Apds isolamento
identificado por cromatografia em camada delgada (FM: 6:4 hexano:acetato de etila)

os solventes foram evaporados e obteve-se um sélido branco com rendimento de 82%

(7).

3.3. Métodos Analiticos

3.3.1.  Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As analises por cromatografia em camada delgada utilizadas para acompanhamento

das reagdes foram realizadas usando cromatoplacas de aluminio (AL TLC) de silica-gel 60
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F254 (Sigma®) para o acompanhamento das reacdes. A visualiza¢do das cromatoplacas foi

realizada em cadmara de luz ultravioleta (254 e 365 nm).

3.3.2.  Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN unidimensionais e bidimensionais foram obtidos nos
espectrometros a 300 ou 600 MHz para 'H e a 75 MHz para "°C, utilizando-se solventes
deuterados no preparo das amostras. As analises foram realizadas no Instituto de Quimica
(UNESP-Araraquara), utilizando, especificamente, um espectrometro de 300 MHz (7.0 Tesla;
'H e "*C) Fourier com Dual probe *C/'H — Bruker® e espectrometro de 600 MHz (14.0
Tesla; 'H e °C) Ascend — Bruker®. Os deslocamentos quimicos foram apresentados em
partes por milhdo (ppm; &) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As
multiplicidades dos sinais foram representados por s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo

dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para obten¢ao do composto final (7) e como demonstrado na Figura 10, foi necessario
seguir uma rota sintética composta por quatro etapas. Na primeira, obteve-se o intermedidrio
furoxano (2) através da reacao entre o acido metacrilico em meio contendo nitrito de sodio e
acido sulfurico 60%. O composto (2) foi obtido como um so6lido de coloragdo amarela com
rendimento médio de 35%. Em seguida, reagiu-se o intermediario (2) com o 2,6-
Bis(hidroximetil)piridina (3) para obtencao do composto (4), sendo que ao final da reagao a
placas cromatografica demonstrava uma mancha além do esperado, que representava um
subproduto formado, pois o composto (3) possui duas hidroxilas reativas que originam um
produto di-substituido e por isso o rendimento dessa reacao foi baixo, de 48% e o produto
purificado apresentava coloracdo amarelo claro. Através da reagdo de bromacao, reagiu-se o
intermediario hidroxilado (4) com brometo de tionila para obtengdo do composto (5) como
um soélido de coloracdo branca e rendimento de 47%, que foi relativamente baixo devido
perdas na vidraria utilizada, pois ao final da reag@o pela adi¢ao da dgua havia a formagao de
um crude nas paredes do balao de dificil solubilizagdo e recuperagao. O produto final (7) foi
entdo obtido através da reacdo de substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sy2) entre o derivado
halogenado e o 4cido salicilico (6). O composto (7) apresenta-se como um soélido de
coloragdo branca e rendimento de 82%.

Os compostos intermediarios (2) e (4), assim como o composto final (7) foram
caracterizados por ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e de carbono
(°C) em frequéncias de 600MHz ¢ 150MHz respectivamente, sendo que os dados obtidos

estdo apresentados a seguir.

Composto (2):
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Figura 11 — Espectro de '"H RMN do composto 2 (600 MHz, DMSO-d).
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Através do espectro de RMN de 'H do composto (2) (Figura 12) € possivel visualizar os

hidrogénios da metila H' como um simpleto integrando para trés hidrogénios em 2.36 ppm.

Composto (4):
7
1 6~ 8
/2 1 0 5| 9 on™
O-N" | s O N
o-N
Posicao Su (ppm) &¢c (ppm)
1 2.09 (s, 3H) 6.73
2 - 106.91

3 - 153.12


https://docs.google.com/document/d/1hzpvO7KOkob1Px_yK9djQufYuMKBXJVb/edit#heading=h.4f1mdlm
https://docs.google.com/document/d/1hzpvO7KOkob1Px_yK9djQufYuMKBXJVb/edit#heading=h.4f1mdlm
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4 5.43 (s, 2H) 71.83
5 - 162.99
6 7.45 (d, J=7.6Hz, 1H) 119.97
7 7.88 (t, J=7.7Hz, 1H) 137.00
8 7.48 (d, J=7.8Hz, 1H) 120.28
9 - 163.32
10 4.57 (d, 2H) 64.09
11 5.47 (t, 1H) ]

Através do espectro de 'H de ressonincia magnética nuclear do composto (4) (Figura
13) € possivel visualizar os hidrogénios aromaticos H6-HS8 na regido entre 7.88 e 7.45 ppm. O
hidrogénio H7 apresenta-se como um tripleto em 7.88 ppm, enquanto os hidrogénios H6 e H8
apresentam-se como dupletos em 7.45 e 7.48 ppm, sendo que a proximidade entre eles se
deve ao semelhante ambiente quimico entre eles na estrutura quimica. Os hidrogénios
metilénicos H4 e H10 apresentam-se como um simpleto em 5.43 ppm integrando para dois
hidrogénios, € um dupleto em 4.57 ppm integrando também para dois hidrogénios,
respectivamente. O hidrogénio H10 apresenta-se como dupleto por acoplar com a hidroxila
vizinha a ele. O hidrogénio H11 (hidroxila) apresenta-se como um tripleto em 5.47 ppm
integrando para um hidrogénio, e a os hidrogénios do grupamento metila apresentam-se como
um simpleto em 2.09 ppm integrando para trés hidrogénios. Comparando-se com o espectro
obtido do intermediario (2), é possivel perceber que o simpleto referente a metila desloca-se
para a direita, sugerindo-se a troca de substituinte do anel furoxanico e a efetividade da
reacdo. A Figura 13 apresenta o espectro de 1H de RMN do composto (4), enquanto que a

Figura 14 apresenta o espectro de °C de RMN.,



Figura 12 — Espectro de "H RMN do composto 4 (600 MHz, DMSO-dj).
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Figura 13 — Espectro de *C de RMN do composto (4) (150 MHz, DMSO-dy).
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7.31 (d, J=8.4Hz)
7.95 (t, J=7.8Hz, 1H)

7.57 (d, J=7.7Hz, 1H)

5.50 (s, 2H)

7.74 (dd, J=7.6, 1.8Hz, 1H)

7.68-7.63 (m, 2H)

7.12 (t, J=7.5Hz, 1H)

7.68-7.63 (m, 2H)

10.49 (s, 1H)

Por meio do espectro de 'H de RMN do composto (7) (Figura 15) & possivel

visualizar os hidrogénios aromaticos H6-H8 e H13-H16 na regido entre 7.95 ppm e 7.12 ppm

num total de sete hidrogénios. Comparando-se com o espectro de 'H do intermediario (4) é

possivel visualizar que os hidrogénios H6-H8 sofreram um leve deslocamento a regiao

esquerda do espectro devido a inser¢do do anel aromatico na posicao H11, a qual retira

densidade eletronica da regido e aumenta a desprotecdo dos hidrogénios citados. Além disso,

os hidrogénios H13 e H15 sdo visualizados como um duplo dupleto em 7.74 ppm integrando

para um hidrogénio e um tripleto em 7.12 ppm integrando também para um hidrogénio,

enquanto que os hidrogénios H14 e H16 sdo vistos como um multipleto em 7.68-7.63 ppm

integrando para dois hidrogénios. Os hidrogénios metilénicos (H4 e H10) sdo visualizados

como dois simpletos em 5.38 ppm e 5.50 ppm, ambos integrando para dois hidrogénios,
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respectivamente. Houve um deslocamento de aproximadamente 1ppm no sinal do hidrogénio
H10, resultante da inser¢ao do anel aromatico. Além disso, ndo € mais visualizado o tripleto
em 5.47ppm da hidroxila do intermediario sintético, o que assegura a obtencao do composto
desejado. O hidrogénio do grupamento aldeido ¢ visualizado como um simpleto em 10.49

ppm integrando para um hidrogénio.

Figura 14 — Espectro de "H RMN do composto 7 (600 MHz, DMSO-d).
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Durante a realizagdo das reagdes de obtencdo dos compostos descritos, foram
realizadas também tentativas de reducdo do anel furoxano com o objetivo futuro de comparar
as atividades bioldgicas entre o composto final (7) ndo reduzido com o reduzido, ou seja, o

que tem a capacidade de doacao de NO e o que nao tem.

Para isso, inicialmente foi seguida a metodologia descrita por Gasco e colaboradores
(GASCO et al., 1973), em que ao composto (2) foi adicionado trietilfosfito, cuja reagdo foi
mantida sob agitacdo, aquecimento a 95°C e em refluxo por cerca de 20 horas, apds extragdo
e evaporagdo do solvente o produto possuia a caracteristica de um 6leo marrom. Entretanto,
nas placas cromatograficas, este composto se apresentava retido na base nas mais diferentes

fases moveis, polares ou apolares, sendo assim e com base (GASCO; BOULTON, 1981),
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pode-se sugerir que a metodologia utilizada resultou na abertura do anel devido ao
aquecimento prolongado. Uma nova tentativa foi realizada a temperatura ambiente, porém o

mesmo foi visualizado nas placas cromatograficas.

Em busca de outras metodologias para reducdo do grupamento furoxano, foi
encontrado o trabalho de Fershtat e colaboradores (FERSHTAT et al., 2019) que demonstrou
ter conseguido realizar tal reacdo utilizando o composto (2) e cloreto de estanho, entretanto
provocava também a reducdo do dioxido de nitrogénio presente na estrutura a uma amina.
Pensando na reatividade desse produto para seguir em nossa rota sintética, foi decidido testar
essa metodologia aplicando-a ao composto (4), entdo apds 1 hora dessa reacdo em meio
acido, realizou-se uma placa cromatografica do meio reacional comparando-o com os
reagentes de partida e aparentemente todo o composto (4) havia sido consumido, indicando

assim o final da reagdo.

A placa cromatografica apds isolamento mostrava que havia apenas um produto e por
essa reacao ter sido realizada com quantidades bem pequenas, nao foi realizada a purificagado
para evitar perdas significativas, seguindo para as reacdes descritas como (c¢) e (d) para
adicao do salicilaldeido (figura 15). Terminada essa etapa, o produto obtido foi encaminhado
para espectrometria de RMN, para assim ser determinado se o desejado havia sido obtido ou

nao.

Figura 15 — Rota sintética com a tentativa de reducao.

OA\EJ/ OH 9 H\/L\\I/ Br

= 1 ,
N—

c) SOBr, ta., 24h.
=
Y
Eacalt SENGNUEes
() (wﬁ / “H-( ~ )

d) DMF, K,CO; ta., 7h. "



36

5500
5000
4500

4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500

=500

(S S

60'c J =p9'C

1200
~1000
800

Figura 16 — Espectro de 'H de RMN da tentativa de reducio do grupo furoxano (600 MHz,
DMSO-dy).
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Figura 17 — Espectro de "°C de RMN da tentativa de redugdo do grupo furoxano (150 MHz,
DMSO-dy).
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Através dos espectros RMN, constatou-se que o produto esperado nao foi obtido, isso
porque os espectros sdo idénticos aos do composto (4), quando na verdade o que se esperava
visualizar era um deslocamento dos sinais de hidrogénio e carbono vizinhos ao anel para
direita que ¢ a regido de protecdo, entretanto o que se v€ ¢ um deslocamento para esquerda,
referente a regido de desprotecao devido a carga positiva do 4&tomo de nitrogénio do NO, que
atrai a densidade eletronica da regido e desloca os sinais de carbono e hidrogénio essa

direcao.

Como foi demonstrado que o produto esperado ndo foi obtido, realizou-se entdo uma
nova tentativa de reducdo do anel furoxano, mas dessa vez utilizando o composto (7),
seguindo a mesma metodologia utilizada anteriormente. Ao final da reagdo, a placa
cromatografica apresentava uma nova mancha com fator de retencdo diferente do composto
de partida (7), portanto seguiu-se com o isolamento e purificacdo no equipamento Isolera
Biotage®. Essa ultima etapa foi seguida da realizagdo da CCD para acompanhamento da

separacdo dos compostos e por meio das placas cromatograficas foi identificado que o
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isolamento realizado pelo equipamento tratava-se apenas do composto (7), permitindo

constatar que a redugdo ndo ocorreu.

Apesar das tentativas de redu¢do do anel furoxano ndo terem resultado no que era
desejado, demonstrou que sao necessarias outras metodologias para a obtengdo do que foi

pretendido..
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5. CONCLUSAO

ApoOs 4 etapas sintéticas para obtencdo do composto final (7), cujos rendimentos
foram de 35% para a etapa a), 48% para etapa b), 47% para etapa c) e 82% para a etapa d), e
por meio dos resultados obtidos através dos espectros de RMN de 'H e "*C ¢ possivel
concluir que a rota sintética proposta foi bem executada, sintetizando de forma adequada os
seus intermedidrios € composto final, atingindo o objetivo inicial de sintetizar um composto
com possivel capacidade de ligagdo covalente a hemoglobina e doagdo de NO, além de
demonstrarem também que os compostos encontram-se puros, o que ¢ importante para que o
composto (7) possa prosseguir para analises de atividade in vitro, para a testagem de suas

atividades desejadas.

Ademais, pode-se inferir que a redu¢do do anel furoxano, embora ja tenha sido
descrita por alguns autores, trata-se de uma metodologia de dificil realizagdo quando este
possui substituintes mais complexos que o grupamento nitro, sendo assim para sintetizar um
composto reduzido para comparar sua atividade com o composto (7) se faz necessario

encontrar outras maneiras de realizar tal reacao.
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