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Resumo

A Anemia Falciforme (AF) é uma doenca genética hematoldgica,
caracterizada por uma mutacdo no sexto cédon da cadeia de beta globina,
originando uma hemoglobina anormal (HbS). Em baixa tensdo de oxigénio, a HbS se
polimeriza e induz alteracdes na estrutura do citoesqueleto da hemécia, alterando
seu formato (forma de foice). Dentre as diversas complicacdes € possivel citar crises
vaso-oclusivas, dores intensas, e maior susceptibilidade as infeccbes. Atualmente, o
tratamento para a AF inclui os farmacos: hidroxiureia (HU), L-glutamina, voxelotor e
crizanlizumab. Dentre essas abordagens, destaca-se a inducdo da producdo de
hemoglobina fetal (HbF) por ser capaz de reduzir a morbidade e mortalidade
associadas a doenca. Pesquisas mostraram que a inibicdo de enzimas epigenéticas,
como as histonas deacetilases (HDACs), promovem o aumento de HbF, sendo as
HDACSs 1 e 2 os principais alvos. As HDACs sédo responsaveis pelo silenciamento do
gene da gama-globina e sua inibicdo pode reativar a expressdo da mesma e a
producdo de HbF em adultos, sendo uma abordagem importante no tratamento da
AF. Além da inibicdo seletiva das HDACSs, explorou-se também, na mesma molécula,
a doacdo de o6xido nitrico (NO) através da introducdo de grupos furoxanos. O NO
auxilia na farmacoterapia da AF por atuar como vasodilatador e também auxiliar em
outras comorbidades cardiolégicas resultantes da doenca. Sendo assim, quinze
novos hibridos foram planejados e avaliados in silico através de modelagem
molecular, os quais resultaram em docking scores (DS) que variaram entre -14.302 e
-10.308. Todos os compostos apresentaram um padrdo de interacdo com o0s
residuos de aminoacido do sitio ativo da HDAC-2, sendo eles: His145, His146,
Glyl54 e Phel55. Das moléculas propostas, trés foram, inicialmente, selecionadas
para sintese devido a maior acessibilidade sintética. Sendo assim, trés novos
hibridos contendo trés diferentes grupos furoxanicos (metilado, fenilado e
bisarilsulfonilfuroxano) foram sintetizados com rendimentos que variaram entre 6.36
e 29.54%, e caracterizados através de ressonancia magnética nuclear e

espectroscopia de infravermelho.

Palavras-chave: anemia falciforme, HDAC, furoxanos



Abstract

Sickle cell disease (SCD) is an inherited hematologic disorder caused by a
single mutation in the B-globin gene, which results in an abnormal hemoglobin (HbS).
At low tension of oxygen HbS polymerizes and induces alteration in the cytoskeleton
and sickle shaped red blood cell. Vaso-occlusive crises, chronic inflammation, pain
and increased infection susceptibility are among the current complications of the
disease. Nowadays, the treatment for SCD includes hydroxyurea (HU), L-glutamine,
voxelotor and crizanlizumab. Induction of fetal hemoglobin (HbF) production is one of
the approaches of HU and is responsible for decreasing morbidity and mortality of the
SCD patients. Recent studies have demonstrated that inhibition of epigenetic
enzymes, such as Histone deacetylases (HDAC) 1 and 2, are responsible for
increasing the HbF production. HDACs are the epigenetic enzymes responsible for
the silencing of gama-globin gene and its inhibition results in the reactivation of this
globin expression and HbF production in adults, being nowadays an important
approach for SCD treatment. In addition to HDAC inhibition, our work also explored
the nitric oxide donation by inserting furoxan subunits to the molecules. NO can help
in the treatment of SCD for being a vasodilator and also for improving other
cardiological comorbities of the SCD patients. Thus, fifteen new hybrids were
designed and evaluated by molecular modeling, resulting in docking scores (DS)
values from -14.302 to -10.308. All compounds presented a pattern in the interaction
with the aminoacids residues in the active site of HDAC-2, being them: His145,
His146, Glyl54 e Phel55.Among the designed molecules, three of them were
selected for the synthesis due to a higher synthetic accessibility. Three new hybrids
containing three diferente furoxan subunits (methyl, phenyl and bisarilsulfonyl) were
synthesized in yields ranging from 6.36 to 29.54%, and characterized by nuclear

magnetic resonance (NMR) and infrared.

Keywords: Sickle cell disease, HDAC, furoxan
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1. INTRODUCAO

1.1 Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias podem ser resultantes de mutagbes que afetam o0s
genes reguladores, na qual promovem desequilibrios quantitativos das proteinas, ou
de alteragcbes que envolvem genes estruturais, formando moléculas de
hemoglobinas bioguimicamente diferentes das normais, sendo denominadas de
hemoglobinas variantes. Essas hemoglobinas alteradas podem ser do tipo S (Hb S)
ou C (Hb C) e estéo relacionadas a doenca falciforme. Sendo assim, o individuo
heterozigoto para hemoglobina S é conhecido como “trago falcémico” ou “trago
falciforme” (Hb AS) (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

1.2 Anemia Falciforme

A Anemia Falciforme (AF) é a doenca de carater genético e hereditario que
mais prevalece no mundo (LOBO; MARRA; SILVA, 2007). Sua patologia é devido a
uma mutacao no cromossomo 11 que resulta na troca de um acido glutdmico (GTG)
pela valina (GAG) na posicdo 6 da extremidade N-terminal da cadeia de beta
globina, originando, por sua vez, a hemoglobina S (NUZZO; FONSECA, 2004).
Quando esta se encontra desoxigenada, ha interacdes hidrofébicas das partes
apolares, alterando sua solubilidade e conformacdo, dando origem a forma
caracteristica de foice (LOBO; MARRA; SILVA, 2007). O polimero da hemoglobina
falciforme e também, por vezes, altas concentracfes de hemoglobina S oxidada, nédo
polimerizada, danificam o eritrocito e sua membrana (STEINBERG, 2008).

Essa doenca manifesta-se em individuos homozigéticos para a hemoglobina
S em combinagdo com outras hemoglobinas anormais, o que pode levar a diversos
graus de gravidade patologicos (NUZZO; FONSECA, 2004). O individuo acometido
pela doenca pode apresentar multiplas alteracdes clinicas, dentre elas a anemia
hemolitica, que pode resultar em célculos biliares (STEINBERG, 2008), crises vaso-
oclusivas (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2017), incluindo a adesdo de
eritrocitos ao endotélio (STUART; NAGEL, 2004), crises de dor que podem ser muito
intensas e progressivas (LOBO; MARRA; SILVA, 2007), insuficiéncia renal,
priaprismo (STUART; NAGEL, 2004), acidente vascular cerebral (AVC), além de
maior susceptibilidade a infec¢des. A Figura 1 mostra duas das principais alteracdes

clinicas: a vaso-oclusao e a hemalise, decorrentes da mutacdo genética que resulta
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na formac&o do polimero HbS (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Quando
uma quantidade de polimeros de hemoglobina se acumula dentro de um eritrocito
falciforme, tem-se lesdo celular e os eritrécitos danificados causam o fenotipo da
doenca (STEINBERG, 2008).

Figura 1 - Fisiopatologia da AF
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Fonte: Adaptado de Steinberg, 2008.

Na AF, quando ha mudancas na presséo parcial de oxigénio, os eritrocitos de
certos individuos podem sofrer mudancas reversiveis, como a birrefringéncia do
eritrécito e da membrana celular. A Figura 2 mostra, mais especificamente, a
mudanca que ocorre na membrana da célula eritrocitaria, bem como a formacédo do
polimero decorrente das interacdes das regides das globinas. O fato de essas
regides interagirem é devido a baixa pressao parcial de oxigénio. Com isso, 0 atomo
de ferro, presente no grupo heme da hemoglobina, interage de forma reduzida com
0s atomos de oxigénio (PAULING et al., 1949).
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Figura 2 - llustragdo da alteragdo da membrana celular de eritrécitos falciformes
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Fonte: Adaptado de Steinberg, 2008.

A globina é uma apoproteina da hemoglobina que abriga o anel
porfirinico. Este é extremamente importante, pois o atomo de ferro presente participa
da ligacao reversivel com o oxigénio para o seu transporte pelo organismo e demais
funcdes fisiolégicas (STEINBERG, 2008).

No inicio do primeiro trimestre de gestacao, a producdo predominante de
globina do tipo beta € a gama globina, no qual seus genes sao encontrados no
conjunto de genes da beta globina. Quando gama-globina se combina com outras
cadeias globulares (cadeias alfa), resultando em um tetramero, ha formacéo da
hemoglobina fetal (HbF). Apds o nascimento, diminui-se a producéo de HbF e inicia-
se a producao de beta-globina que originara a hemoglobina adulta (HbA), contendo
duas cadeias alfa e duas cadeias beta. A partir dos seis meses do nascimento, a
producéo de HbA ja é maior do que a producéo de HbF. Devido ao fato do paciente
falciforme apresentar a mutacdo no gene da globina beta, sua hemoglobina adulta

apresenta-se alterada (HbS) e, entdo, a partir dos seis meses do nascimento
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iniciam-se os sintomas da doenca (SANKARAN; ORKIN, 2013). A Figura 3 mostra a
sintese de diferentes globinas correspondentes aos meses de gestacao e ao inicio
da infancia de um individuo e evidencia o periodo critico na interseccdo das curvas

verde (gama globina) e vermelha (beta globina).

Figura 3 - Grafico da producéo de globinas em relagdo ao tempo de gestacdo/nascimento
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Fonte: Adaptado de Sankaran, 2013.

1.3 Epidemiologia

Estima-se que 7%, aproximadamente, da populacdo mundial seja afetada
pela disfuncdo das hemoglobinas, expressas pelas talassemias e doenca falciforme
(LOUREIRO; ROZENFELD, 2005). A doenga predomina entre negros e pardos,
sendo a Africa Subsaariana, Sul da Asia, Oriente Médio e Mediterraneo as regides
onde mais prevalece a doenca falciforme (ESRICK et al.,, 2015; FELIX; SOUZA;
RIBEIRO, 2010; SEDRAK et al., 2021).
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Estudos epidemioldgicos feitos no comecgo dos anos 2000 relataram que, no
Brasil, 3.500 criangas nascem, por ano, com a doenca falciforme e 200.000 possuem
o traco falciforme. No Estado de S&o Paulo a incidéncia entre os nascidos vivos é de
1 a cada 4000 (UNIFESP, 2020). Estima-se, também, que mais de 7 milhdes de
pessoas sejam portadoras do trago falcémico e que mais de 25.000 possuem a
doenca (LOUREIRO; ROZENFELD, 2005). Na América do Norte, mais
especificamente nos Estados Unidos, a estimativa é que a doenca afeta 1 a cada
500 afro-americanos, cerca de 1 a cada 12 afro-americanos carregam a mutacao
autossdmica recessiva e, aproximadamente, 300.000 criangas nascem com AF
anualmente (SEDRAK et al., 2021).

A maior prevaléncia de HbS ocorre na Africa tropical e em paises onde
ocorreu o trafico negreiro. No Brasil, estima-se que haja, pelo menos, dois milhdes
de portadores heterozigotos da hemoglobina S e que cerca de 0,1% a 0,3% da
populacdo negra é afetada pela doenca. Por exemplo, na regido sudeste do Brasil,
estima-se que 2% da populacdo geral sdo heterozigotos para HbS e que, entre os
negros, a prevaléncia € de 6% a 10% (LOUREIRO; ROZENFELD, 2005).

1.4 Tratamento

Observa-se que uma boa parte da populacéo brasileira € acometida pela doenca
falciforme. Decorrente disso, sabe-se que muitos sofrem com 0s sintomas que essa
patologia causa, sendo dores fortes e constantes, anemias, problemas renais, crises
vaso-oclusivas, dentre muitos outros. A Figura 4 mostra um quadro das inumeras
complicac@es, tanto agudas como cronicas, decorrentes da doenca. Com isso, sem
o tratamento adequado, a qualidade de vida do individuo diminui, suas visitas aos
hospitais s&o frequentes e, muitas vezes, ndo conseguem realizar simples atividades

diarias.
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Figura 4 - Quadro ilustrativo dos diversos sintomas decorrentes da AF
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A vaso-oclusao, bastante comum em pacientes falciformes, mas que merece
atencao redobrada, é um fenbmeno que ocorre devido a interacdes entre eritrécitos,
células endoteliais, plaquetas e glébulos brancos, bloqueando o fluxo sanguineo na
regido (KATO, G. et al., 2018; MARISA WEXLER, 2022). A Figura 5 mostra como
esse episédio ocorre. Em situacdo de hipOxia, as hemacias falciformes, o grupo
heme livre, a hemoglobina e as espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés,
reactive oxygen species) sao induzidas, fazendo com que as células endoteliais
sejam ativadas, produzindo mediadores inflamatorios, como IL-13, IL-6 e fator de
necrose tumoral (TNF), resultando em inflamagé&o crénica. Além disso, o aumento de
expressdo de moléculas de adesdo, como a proteina de adeséo celular vascular 1
(VCAM1), molécula de adesado intercelular 1 (ICAM1), P-selectina, E-selectina,
antigeno de superficie de leucécitos (CD47) e a aVB3 integrina sdo alguns dos
responsaveis pela adesao dos eritrcitos e dos leucocitos (KATO, G. et al., 2018). O

resultado desses eventos é uma dor forte e consideravel que afeta qualquer parte do
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corpo, sendo as costas, térax e extremidades as regides mais comuns (MARISA
WEXLER, 2022).

Figura 5 - Episddio de vaso-oclusao em pacientes falciformes
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A subjetividade da dor representa um fator que dificulta o tratamento dessa
doenca (LOBO; MARRA; SILVA, 2007). Varios compostos tornaram-se disponiveis a
populacdo com AF, como hidroxiureia, butirato de sédio, glutamina, 5-azacitidina e
decitabina (ESRICK et al.,, 2015). Além disso, muitos realizam, regularmente,
transfusbes sanguineas, porém, a sobrecarga de ferro pode levar a algumas
complicacdes clinicas (SANKARAN; ORKIN, 2013).

A hidroxiureia (HU), farmaco aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration) em 1998, € um agente citotéxico da fase S do ciclo celular e inibidor
da ribonuclotideo redutase (ESRICK et al., 2015). Seu mecanismo de acdo na AF &
decorrente da producdo de 6xido nitrico (NO) por, basicamente, dois mecanismos:
inativagdo redox de um radical tirosil e a reducdo do centro de ferro na
ribonucleotideo redutase e a via sollvel da guanilato ciclase * proteina-cinase
dependente de cGMP (GLADWIN et al., 2002). Com isso, pesquisas revelaram que,

por meio desses mecanismos de acdo, conseguia-se induzir a sintese de HbF.
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Contudo, esse composto ndo é eficiente para todos os pacientes que possuem AF
(ESRICK et al., 2015). Recentemente, outros trés farmacos foram aprovados pela
FDA: L-Glutamina, aprovado em julho de 2017 e Voxelotor e Crizanlizumab, ambos
aprovados em novembro de 2019.

Porém, mesmo que novos tratamentos surjam, ainda € imprescindivel que
pesquisas sejam feitas para que outros novos farmacos, mais eficazes, potentes e

seguros, estejam disponiveis aos individuos acometidos pela doenca falciforme.

1.5 Epigenética

Epigenética é o estudo de alteragcbes na expressao génica, de forma
hereditaria, que ocorrem sem mudanca na sequéncia de DNA. Fornecem um
controle transcricional que regula como os genes sdo expressos. O epigenoma é
dindmico e estabelece perfis de expressao génica nas células dos vertebrados,
variando para cada tipo de célula (WANG et al., 2004). Sendo assim, alteracdes
anormais epigenéticas podem causar quadros de cancer, distdrbios genéticos,
sindromes pediatricas e, também, serem fatores que contribuem para doencas
autoimunes e envelhecimento (RODENHISER; MANN, 2006). Os mecanismos
principais que compreendem essas alteracdes envolvem a estrutura da cromatina e
modificagdes diretamente no DNA (D’ALESSIO; SZYF, 2006).

A unidade basica da cromatina é o nucleossomo, o qual é formado por duas
voltas de DNA em um octamero de histonas, estruturado a partir de duas
subunidade de cada histona, sendo elas, respectivamente, H2A, H2B, H3 e H4. A
histona H1 age anexando cada nucleo nucleossémico, facilitando, portanto
compactacao (LUND; LOHUIZEN, 2004).

As caudas N-terminais das histonas se sobressaem dos nucleossomos, servindo
como reguladores, onde 0s sinais epigenéticos podem ser escritos. Contudo, podem
sofrer modificagbes, como acetilacdo e metilacdo de lisinas, ubiquitinacéo,
fosforilacdo de serinas, entre outros (LUND; LOHUIZEN, 2004). Essas alteracdes
influenciam a expressdo g@énica, dependendo de sinais especificos de
desenvolvimento ou bioquimicos. Desse modo, quando a cromatina é condensada,
0S genes estdo inacessiveis, ou seja, silenciados. Quando a cromatina apresenta-se
relaxada, seus genes podem ser acessados por enzimas de transcriagdo, ou seja,

estdo ativados. As enzimas mais comuns que fazem parte desses processos
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incluem as metiltransferases de DNA (DNMTSs), histonas deacetilases (HDACSs) e
histonas acetilases (HATs) (RODENHISER; MANN, 2006).

Algumas evidéncias biogquimicas, epidemiologicas e clinicas demonstraram
gue altos niveis de gama globina, forma fetal da beta globina, inibe a polimerizacéo
da HbS (BRADNER et al.,, 2010) e sustentam hipoteses de que a cromatina e
estruturas do material genético nos promotores do gene da gama globina séo
essenciais para a regulacédo da expressao de HbF (FATHALLAH; ATWEH, 2006). A
expressao génica de gama globina é controlada por fatores de transcricdo, como
GATA-1, EKLF e por enzimas modificadoras da cromatina, como as HATs e as
HDACs (BRADNER et al., 2010). Sendo assim, a hemoglobina fetal inibe a
polimerizacdo e a concentracdo de HbS de cada célula, fazendo com que os
eritrocitos fluam com mais homogeneidade na circulacdo sanguinea (STEINBERG,
2008).

Trabalhos e experimentos recentes propdem que inibidores de histonas
deacetilases (HDACSs) especificos, como HDAC 1 e HDAC 2 (SANKARAN; ORKIN,
2013), induzem a producdo de hemoglobina fetal (HbF) e modulam a estrutura da
cromatina (BRADNER et al., 2010).

As HDACs atuam removendo o radical acetil do residuo de lisina presente nas
histonas, causando a compactacdo da cromatina e silenciamento génico. A
categorizacao de enzimas HDAC é muito vasta, ou seja, possui variadas isoformas e
elas estéo distribuidas em familias e classes (ESRICK et al., 2015). As HDACs 1,2,3
e 8 fazem parte da classe | e sdo alvos de pesquisas envolvendo maior producéo de
HbF para tratamento dos sintomas causados pela AF. Possuem func¢des biolégicas
potencialmente seletivas (ESRICK et al., 2015) e executam um papel importante na
transcricdo de genes (WANG et al., 2004). A classe lla e llb sdo compostas,
respectivamente, pelas HDACs 4, 5, 7 e 9 e HDACs 6 e 10, ja na classe IV, tem-se a
HDAC 11. Essas classes se reunem na familia chamada classica. A classe lll, por
sua vez, faz parte de outra familia, conhecida como sirtuinas.

Os inibidores de HDAC desencadeiam a hiper acetilagdo de grupos amino
dos residuos de lisina presente nas histonas. O grupo acetil quando inserido nos
residuos de lisina, tornam esse aminoacido neutro e diminuem sua interagdo com o
DNA, relaxando a cromatina. Quando o acetil € removido, a lisina reestabelece sua
carga positiva, interagindo com a carga negativa proveniente dos grupos fosfatos do
DNA, resultando na compactacéo da cromatina (ESRICK et al., 2015; FATHALLAH,;
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ATWEH, 2006). A Figura 6 mostra, de forma didatica, como as HATs e as HDACs

atuam na cromatina e o efeito resultante de sua inibi¢éo.

Figura 6 - Atuacdo das HATs e HDACs sobre a cromatina
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1.6 Doadores de 6xido nitrico (NO)

Compostos ligados a nitrogénio-oxigénio possuem potencial em se decompor,
serem oxidados ou reduzidos, produzindo espécies reativas de nitrogénio e podendo
desempenhar diversas fun¢cdes no organismo, como o 6xido nitrico (NO). A doacédo
de NO depende do ataque do enxofre do aminodcido cisteina ao carbono que
contém o nitrogénio N-Oxido (SANTOS, 2013). Partindo disto, existem diversas
classes que se encaixam como doadores de NO, como nitratos e nitritos organicos,
N-nitrosaminas, furoxanos e benzofuroxanos, dentre outros (WANG et. al., 2002). A

Figura 7 mostra o0 mecanismo de doacdo de NO pelos derivados furoxanicos.
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Figura 7 - Mecanismo de doacéo de NO por derivados furoxanicos
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Baseando-se no mecanismo de doacdo do NO pelos grupos furoxanicos,
pode-se perceber que modificacbes do carater quimico (eletronegatividade) dos
substituintes inseridos em Rz e R4 podem aumentar ou diminuir a estabilidade do
anel furoxanico, alterando assim o padréo de doacdo do 6xido nitrico.

O o6xido nitrico (NO) € um gas diatbmico, no qual promove a manutencédo da
homeostase vascular, ja que é produzido pelas células endoteliais vasculares, e
também atua nas células musculares lisas como um forte vasodilatador. Além disso,
o NO induz uma série de eventos celulares que possibilitam o fluxo sanguineo, como
inibicdo da adesdo e da agregacado plaquetaria, pela ativacdo da enzima guanilato
ciclase soluvel (sGC) (BARRETO, CORREA & MUSCARA, 2005), regulacdo da
expressdo de moléculas de adeséo celular nas células endoteliais e nos leucocitos
da circulacdo e secrecao de proteinas pro-coagulantes (HEBBEL, 1985; REITER et
al., 2002; ROTHER, BELL, HILLMEN e GLADWIN, 2005; VOETSCH, JIN e
LOSCALZO, 2004). Por possuir moderada solubilidade em agua em sistemas
biolégicos, tende a se concentrar em porcdes lipofilicas, como membranas e
também regides hidrofébicas de proteinas (BARRETO, CORREA & MUSCARA,
2005). Sua sintese (enddgena) provém do aminoacido L-arginina e é realizada por
meio de uma reacdo de oxidacdo e catalisada pela eNOS (enzima Oxido nitrico
sintase), na presenca de multiplos cofatores, como o grupo heme e a
tetrahidrobiopterina. O NO se difunde por meio da membrana celular e se liga a
porcdo heme da guanilato ciclase. Decorrente disso, ha producdo de cGMP,
diminuindo a contracdo das células musculares lisas por meio da reducédo da

concentracdo intracelular de calcio livre, produzindo, portanto, relaxamento,
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vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo na regido. (RONGEN et al., 1994;

LUNDBERG et al., 2008). O mecanismo esta demonstrado na Figura 8.

Figura 8 - Mecanismo de difusdo do NO
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Além da sua formacdo enddgena, diversas evidéncias propéem que o NO
pode ser armazenado, intravascular e tecidualmente, na forma de anion nitrito (NO5),
sendo que a sua conversdo a NO acontece por meio de reacfes com hemoglobina,
mioglobina, xantina oxidoredutase, enzimas contendo heme e tiol e por reducao
acida (Gladwin et. al., 2005). A Figura 9 representa as propriedades quimica,

fisiol6gica e terapéutica do nitrito, bem como a conversado a NO.
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Figura 9 - Propriedades quimica, fisiolégica e terapéutica do anion nitrito
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E constatado que pacientes com doenca falciforme produzem mais espécies
oxidativas, como peréxido de hidrogénio e superéxido, e possuem mecanismos de
defesa de radicais livres prejudicados. Assim, como as hemacias falciformes séo
distintas das normais quanto sua morfologia, apresentam aumento de lipidios
oxidados e também uma maior tendéncia a peroxidagéo lipidica (ASLAN et al., 2000;
ASLAN & FREEMAN, 2002). Desse modo, além de propriedades vasodilatadoras, o0
NO também possui propriedades antioxidantes, ja que reage com metais, formando
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produtos estaveis, que inibem a reacdo com peroxido de hidrogénio, controlando o
estresse oxidativo no organismo. (DURANTE et al., 1997).

Contudo, alguns estudos sugerem que pacientes com doenca falciforme
sofrem de diminuicdo das reservas de NO no organismo e também possuem uma
menor resposta a doadores exdgenos, em decorréncia, provavelmente, do sequestro
do Oxido nitrico pela hemoglobina plasmatica livre, resultante da hemdlise que
acontece em pacientes com essa patologia. Além disso, 0s niveis plasmaticos de L-
arginina (aminoacido precursor do NO) estdo diminuidos nesses pacientes,
principalmente durante as crises vaso-oclusivas e a sindrome torécica aguda, sendo
que esses niveis variam inversamente em relacdo aos sintomas de dor.
(ENWONWU, XU, & TURNER, 1990; MORRIS, KUYPERS, LARKIN, VINCHINSKY e
STYLES, 2000)

Com isso, decorrente da atuacdo do Oxido nitrico no organismo, este
composto possui diversas funcdes benéficas para a AF, pois estd envolvida nos
mecanismos de inibicdo da ativacao plaquetaria, facilitando o fluxo sanguineo, muito
prejudicado devido, principalmente, a vaso-oclusdo, mecanismos de regulacdo da
expressdo de moléculas de adeséo, da reducdo da adesédo das células sanguineas
a parede do epitélio (SPACE et al., 2000), ao aumento da afinidade com o oxigénio,
ao aumento da expressdo génica de gama globina, constituinte da HbF (COKIC,
2003), e também mostrou-se eficaz em melhorar a deformabilidade das heméacias,
gue geram duras consequéncias a pacientes com doenca falciforme (HEAD et al.,
1997; McDADE et al., 1997).

Atualmente existem algumas terapias que utilizam diferentes mecanismos,
mas que possuem a mesma finalidade: aumentar a biodisponibilidade de NO no
organismo. Dentre elas, pode-se citar: NO inalado, nitrito inalado, nitrito
intravascular, Hidroxiuréia e arginina, como produtores de NO; Alopurinol, como
diminuidor da destruicdo de NO e as estatinas e Sildenafil, como amplificadores da
resposta do oxido nitrico (MACK et al., 2006).

A hidroxiureia (HU), particularmente, € uma das mais utilizadas na terapia
para AF, pois atua elevando os niveis de HbF, inibindo, assim, a polimerizacdo da
HbS e também gera NO intraeritrocitaria por peroxidacdo, contribuindo para a
manutencao do fluxo e da presséo sanguinea (CHARACHE et al., 1995; SPACE et
al., 2000; STEINBERG, 2006). Contudo, apesar dos efeitos benéficos que a HU
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pode causar, muitos pacientes ainda n&o respondem ao tratamento com esse
farmaco.

O nitrito é outro composto também bastante utilizado na terapéutica. Contudo,
é relatado que seu uso prolongado pode gerar tolerancia, ndo sendo, portanto, tao
eficaz apds certo periodo de tratamento. Isso acontece devido a sua reacdo com
grupos tiois - importante para liberagcdo do NO - o que, consequentemente, diminui
0S niveis desse grupamento nas ceélulas, promovendo a auto-inibicdo de seu
metabolismo (SCHOENAFINGER, 1999).

Sendo assim, levando em consideracdo essas problematicas, é
imprescindivel a busca por novas moléculas, que proporcionem um tratamento mais
eficaz e que contemple ainda mais pacientes que sofrem com o0s sintomas e
consequéncias dessa doenca.

Além das terapias citadas anteriormente e resgatando a informacdo de que
algumas classes sdo promissoras na capacidade de doac¢do de Oxido nitrico, pode-
se citar, de modo particular, a utilizacdo de derivados furoxanicos e
benzofuroxanicos. Em estudos realizados, esses grupos demonstraram exercer
diversos efeitos relacionados a bioativacdo do NO, como citotoxicidade,
mutagenicidade, imunossupressédo, propriedades relaxantes de musculos centrais,
efeitos anticonvulsivos, inibicdo da monoaminoxidase (MAO), vasodilatador direto e
atividades de reducao da pressao arterial (WANG et al., 2002), demonstrando serem
grupos bastante interessantes na constru¢cdo de moléculas que funcionem como
terapia para pacientes portadores da AF.

Com isso, levando em consideracao informacdes referentes ao mecanismo de
doacdo de NO e a grupos que possuem essa capacidade, como os furoxanos, a
introducdo de substituintes, favoraveis estericamente e que retiram a densidade
eletrbnica ao carbono que contém o nitrogénio N-6xido, pode ser bastante eficiente,
ja que esse atomo (carbono) torna-se mais deficiente eletronicamente e com maior
suscetibilidade ao atague do nucledfilo do enxofre do residuo de cisteina (SANTOS,
2013).

Desse modo, percebe-se a grande importancia do o6xido nitrico para o
organismo, principalmente de pacientes que sofrem com as doencas falciformes, ja
gue a combinacdo de moléculas que possuem capacidade de doar N-Oxido, como

derivados furoxanicos, e que também sejam inibidores de HDAC, principalmente 1 e
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2, e indutores de hemoglobina fetal, podem beneficiar portadores de AF e contribuir

para a minimizagdo dos sintomas mais classicos.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Estudos in silico, sintese e caracterizacdo de compostos inibidores de HDACs
1 e 2 e doadores de NO, contendo grupamento furoxano com diferentes

substituintes.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar estudos de modelagem molecular de 15 compostos com diferentes
grupos furoxanicos (metilado, fenilado e bisarilsulfonil) e substituintes na
posicdo —para em relacdo a amina do anel aroméatico (d&tomo de hidrogénio,
flaor, tiofeno, fenil e fluorofenil);

e Realizar a sintese do composto intermediario (P1) e dos trés compostos finais
escolhidos (A1, A6 e Al1l);

e Realizar a caracterizacdo dos quatro compostos sintetizados (intermediario e
os trés produtos finais) por ressonancia magnética nuclear e espectroscopia
de infravermelho.

3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Planejamento estrutural

Baseando-se nos dados apresentados, planejou-se quinze novas moléculas
contendo uma subunidade inibidora de HDAC-1 e 2, e uma subunidade doadora de
oxido nitrico, sendo representada pelos furoxanos. Com objetivo de avaliar a
seletividade dos inibidores de HDAC, utilizou-se cindo diferentes substituintes na
posicdo Rs3, sendo eles: H, F, tiofeno, fenil e 4-fluorofenil. Em relagéo aos furoxanos,
propds-se a insercao de trés diferentes substituintes na posicdo R,, com diferentes
capacidades de retirar densidade eletronica, sendo eles: metil, fenil e bisarilsulfonil,
com o objetivo de estudar a influéncia dessas subunidades na doacdo de NO. A

Figura 10 apresenta o esquema das quinze moléculas propostas.



Figura 10 - Planejamento estrutural
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3.2 Estudos in silico

3.2.1 Modelagem molecular
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O estudo de modelagem molecular foi realizado, de forma preliminar a

sintese, com as estruturas propostas na Figura 11.



Figura 11 - Estrutura quimica dos compostos A1-Al15
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3.2.1.1 Metodologia

O estudo de modelagem molecular foi realizado utilizando-se a estrutura
cristalografica da HDAC-2, obtida do banco de dados PDB (Protein Data Bank), sob
0 codigo de 4LY1Z, resolucéo de 1,85 A e cristalizada com o inibidor 20Y. Para os
estudos de modelagem molecular, a proteina obtida foi importada para o programa
Maestro® (SCHRODINGER, 2017a) e preparada para os estudos de modelagem
molecular utilizando a funcédo Protein Preparation Wizard. O protocolo utilizado
seguiu os seguintes passos: (i) remocdo das moléculas de agua; (i) adicdo de
atomos de hidrogénio; (iii) preenchimento das cadeias laterais incompletas; (iv)
minimizacdo de energia utilizando o campo de forca OPLS3. A caixa de interagao
(Grid), onde se encontra o sitio ativo da enzima, foi definida através do Glide
(SCHRODINGER, 2017b), com dimensdes de 10 A x 10 A x 10 A. Os ligantes
tiveram suas energias minimizadas utilizando-se o programa LigPrep, e o estudo de
docking foi realizado de forma flexivel, propondo-se no minimo 10 poses para cada
composto.

A validacdo deste procedimento foi realizada através da redocagem, em que o
ligante 20Y, cristalizado com a proteina, foi removido do sitio ativo e novamente
docado. A posicao original do ligante no cristal € comparada com a posicéo proposta
pela ancoragem e esta analise € realizada através do calculo Root Mean Square
(RMSD), onde o valor obtido é considerado de confianca quando o RMSD for inferior
a 2 A (DASTMALCHI; HAMZEH-MIVEHROUD; SOKOUTI, 2016).

O docking score (DS) é um termo absoluto gerado pelo software que se relaciona
com a energia livre de ligacdo do ligante. Diferentes contribuicdes séo levadas em
consideracao para gerar esse valor, como campo de forca (interacdes eletrostaticas
e de Van der Waals) e penalidades ou contribui¢cées que influenciam na interagcéo do
ligante com a enzima. De maneira geral, quanto menor seu valor entende-se que as
interacbes entre determinada pose do ligante e a enzima estdo sendo mais
favorecidas na regido definida (FRIESNER, 2006).
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3.2.2 Predicéo de farmacocinética

3.2.2.1 Metodologia

As propriedades farmacocinéticas foram preditas utilizando-se dois diferentes
websites, sendo eles o pkCSM e o SwissADME e os dados obtidos estédo
apresentados nas Tabelas 3 e 4.

O site pkCSM foi desenvolvido utilizando-se da estratégia de assinaturas
estruturais baseadas em graficos (graph-based structural signatures) com o intuito
de predizer propriedades farmacocinéticas de novas entidades quimicas. O modelo
grafico é uma representacdo matematica de entidades quimicas intuitivas e bem
estabelecidas, do qual diferentes descritores, englobando tanto a estrutura molecular
guanto a quimica, podem ser extraidos. Pode-se obter a representacédo gréafica de
uma molécula através da representacdo dos atomos como “nés” e das ligacoes
covalentes como arestas. Essa representacédo pode ser preenchida com informagdes
das propriedades fisico-quimicas dos atomos e ligacdes, de onde padrbes
estruturais podem ser explorados. O maior componente do pkCSM refere-se as
propriedades moleculares, como: a “impressdo digital” o grupo toxicoférico
(calculado baseando-se no SMARTS); a frequéncia do atomo farmacoférico e
propriedades gerais como logP, peso molecular, area de superficie, entre outros. O
segundo maior componente sdo os padrbes baseados na distancia (distance-based
patterns), adaptado do algoritmo Cutoff Scanning.

O SwissADME é uma ferramenta que concede acesso gratuito a um conjunto
de modelos preditivos, rapidos e robustos para propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas, bem como a semelhanca de farmacos para fornecer maior clareza
aos estudos relacionados a quimica medicinal. A analise dos resultados se mostra
mais facil de ser interpretada, mesmo quando o operador ndo possui conhecimentos
aprofundados em design de medicamentos auxiliado pelo computador. Sendo assim,
esse modelo computacional permite: diferentes métodos de entrada, computacao
para multiplas moléculas e a possibilidade de exibi-las e também salvar e
compartilhar resultados por molécula individual ou por meio de gréaficos globais
intuitivos e interativos. Além disso, o programa esta integrado ao espaco de trabalho
SwissDrugDesign e, com isso, concede maior interoperabilidade a véarias
ferramentas de design de medicamentos auxiliado pelo computador desenvolvidas
pelo Molecular Modeling Group do Swiss Institute of Bioinformatics (SIB), como:

triagem virtual baseada em ligantes (SwissSimilarityl8), previsdo de biotarget
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(SwissTargetPrediction19), docking molecular (SwissDock20), design bioisostérico
(SwissBioisostere21) e mecanica molecular (SwissParam22).

Para que os resultados fossem disponibilizados, foi necessario que um
arquivo referente a molécula de interesse fosse importado ou desenhado em um
campo especifico do programa. Com isso, gerou-se um painel contendo o nome da
molécula e diferentes sec¢des, reunindo diversos dados, como: estrutura quimica e
radar de biodisponibilidade, propriedades fisico-quimicas, lipofilicidade, solubilidade
em agua, farmacocinética, semelhanca a farmacos e dados relacionados a quimica
medicinal.

Para o presente projeto também foram utilizados os seguintes dados: violagéo
de Lipinski, referente & se¢do de semelhanga a farmacos, PAINS e acessibilidade
sintética, referentes a secédo de quimica medicinal.

A secado “semelhanca a farmacos” compreende a avaliagao qualitativa da
chance de uma molécula se tornar farmaco para uso via oral em relacdo a sua
biodisponibilidade. No programa, essa subdivisdo concede acesso a cinco filtros,
dentre eles, a violacdo ao filtro Lipinski. Ja a se¢cdo “quimica medicinal” tem como
objetivo apoiar os pesquisadores e profissionais da area na busca e no
desenvolvimento de novas moléculas com potencial terapéutico. Para isso, sao
disponibilizados quatro filtros que indicam possiveis fragmentos problematicos, como

0 PAINS e a acessibilidade sintética.

3.3 Sintese
3.3.1 Metodologia
As sinteses das moléculas serdo apresentadas em trés etapas: (l) - sintese dos
furoxanos (metil, fenil e bisaril sulfonil); (1) - sintese do intermediario P1, e (lll) - sintese
dos compostos finais. A Figura 12 apresenta 0s esquemas reacionais de obtencdo dos

furoxanos metilado (la), fenilado (Ib) e bisarilsulfonil (Ic).
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Figura 12 - Esquemas reacionais de obteng&o dos furoxanos la, Ib e Ic
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Fonte: prépria autora

Sintese do furoxano metilado

Em um baldo de 250 mL, sob agitacdo e em banho de gelo, adicionou-se,
aproximadamente, 10 mL de acido metacrilico, 100 mL de cloroférmio como solvente
e 35 mL de &cido sulfarico 60%, aos poucos e devagar. Deixou-se a reacao resfriar e
em seguida, adicionou-se, aos poucos, 28 g de nitrito de sodio e deixou-se, em
agitacdo, por 20 minutos. Colocou-se a reacdo em refluxo, a 50°C, por 40 minutos.
Em seguida, retirou-se a temperatura e deixou-se sob agitagdo overnight, a
temperatura ambiente. Fez-se a extracdo, em funil de separacgéo, diluindo o meio
reacional em agua destilada e, posteriormente, lavou-se a fase aquosa com
cloroféormio (3 x 30 mL) e a fase organica com agua destilada (3 x 30 mL) e
bicarbonato de sodio 2% (3 x 20 mL). ApOs a extracdo, fez-se filtracdo simples,

adicionando-se sulfato de sédio anidro a fase organica. A purificacdo foi realizada
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em Biotage ®, com fluxo a 25 mL/min, utilizando-se 100% diclorometano (DCM) (v/v)

como fase moével.

Sintese do furoxano fenilado

Em um baldo de 250 mL, sob agitacdo, adicionou-se 2,2 mL de estireno, 100 mL
de diclorometano (DCM) como solvente e 11 g de nitrito de sodio, aos poucos e
devagar. Em seguida, adicionou-se, gota a gota, em banho de gelo, 9,15 mL de
acido acético glacial e deixou-se, em agita¢cdo, por 20 minutos. Adicionou-se, gota a
gota, 8 mL de HCI concentrado. Retirou-se do banho de gelo e deixou-se sob
agitacdo overnight, a temperatura ambiente. Fez-se a extracdo, em funil de
separacdo e lavou-se com agua destilada (5 x 50 mL). Apds a extracdo, fez-se
filtracdo simples, adicionando-se sulfato de sédio anidro & fase organica. A
purificagéo foi realizada em Biotage ®, com fluxo a 20 mL/min, utilizando-se fase

movel na proporcao de hexano:diclorometano 80:20 (v/v).

Sintese do bisarilsulfonil-furoxano

A sintese do bisarilsulfonil-furoxano ocorreu em duas etapas. A primeira, em um
baldo de 250 mL, adicionou-se 2,5 g de &cido feniltioacético e 10 mL de acido acético
glacial como solvente. A reagdo foi mantida em banho de gelo e adicionou-se,
lentamente, 7,5 mL de perdxido de hidrogénio 30%. Em seguida, retirou-se do banho
de gelo e deixou-se sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, por 48 horas.
Fez-se o isolamento do produto formado, acido fenilsulfonilacético, em funil de
separacao, adicionando-se ao meio reacional, 100 mL de solucdo saturada de cloreto
de sddio e lavou-se a fase aquosa com acetato de etila (6 x 15 mL). Apds a extracao,
fez-se filtracdo simples, adicionando-se sulfato de sédio anidro a fase organica. Ao
final, reservou-se o acido fenilsulfonil acético, obtendo-se um sélido cristalino com
coloracdo branca, com faixa de fusao de 107° C - 110,1° C e rendimento de 93,33%. A
segunda etapa consistiu na formacao do bisarilsulfonil-furoxano. Sendo assim, em um
baldo de 250 mL, adicionou-se 1,60 g de acido fenilsulfonil acético e 5 mL de acido
acético glacial. A reacao foi mantida em banho de gelo e adicionou-se, lentamente, 2,5
mL de acido nitrico fumegante 99,5%. Manteve-se em banho de gelo por 5 minutos e
colocou-se em refluxo, a 110° C, por 1 hora. Em seguida, deixou-se resfriar e

adicionou-se agua destilada gelada ao meio reacional, havendo formacdo de
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precipitado. Apds, fez-se filtracdo a vacuo, lavando-se o precipitado com 4gua destilada
gelada.

A segunda etapa de sintese (Il) refere-se a formacgédo do produto intermediario P1

ilustrado na figura 13.

Figura 13 - Esquema reacional de obtencao do intermediario P,
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a) DMF, DIPEA, HATU, t.a., 72h

Fonte: prépria autora

Sintese do intermediario N-(2-aminofenil)-4-hidroxibenzamida (P1)

Em um baldo de 100 mL adicionou-se 1 equivalente (0,001448 mol — 200 mg)
do &cido 4-hidroxidobenzoéico, solvente dimetilformamida (DMF) anidro em
quantidade suficiente para solubilizacdo do &cido e 1,2 equivalente (0,001738 mol —
303 pL) da base DIPEA. Deixou-se em agitacdo, a temperatura ambiente, por 10
minutos. Em seguida, adicionou-se 1,5 equivalente (0,002172 mol — 826 mg) do
agente acoplante HATU e deixou-se em agitacdo por 30 minutos. Adicionou-se
também 2 equivalentes (0,002896 mol — 313 mg) do 1,2-fenilenodiamina. Colocou-
se a reacdo em atmosfera de nitrogénio, envolveu-se o baldo com papel aluminio e
deixou-se por 72 horas. Fez-se a extracdo, em funil de separacédo, diluindo o meio
reacional em 100 mL de acetato de etila e, posteriormente, lavou-se com agua (2 x
50 mL) e com solucédo saturada de NaCl (1 x 50 mL). Apds a extracao, fez-se
filtracAdo simples, adicionando-se sulfato de sédio anidro a fase organica. A
purificacé@o foi realizada utilizando-se uma coluna de vidro de 3,5 cm de didmetro e
18 cm de altura, utilizando-se fase moével na proporcéo acetato de etila:hexano 60:40
(V/v).

A terceira etapa (Ill) compreende a formacgao dos produtos finais Al, A6 e All,

ilustrado na figura 14.
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Figura 14 - Esquemas reacionais de obten¢&o dos produtos finais Al, A6 e A1l
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Fonte: prépria autora

Sintese do produto final 4-(4-((2-aminofenil)carbamoil)fendxi)-3-metil-1,2,5-
oxadiazol 2-6xido (A1)

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 1 equivalente (0,00044 mol — 100 mg) do
produto intermediario P1, solvente tetrahidrofurano (THF) anidro em quantidade
suficiente para solubilizacdo do produto P1 e 1,1 equivalente (0,00048 mol — 38,4
mg) de NaOH 50% (m/m) como base. Deixou-se em agitacdo, a temperatura
ambiente, por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 1,2 equivalente (0,00053 mol —
77 mg) do furoxano metilado e deixou-se em agitacdo, a temperatura ambiente, por
cerca de 2 horas. Fez-se a extracdo, em funil de separacdo, diluindo o meio
reacional em 80 mL de &gua destilada gelada e, posteriormente, lavou-se com

acetato de etila (6 x 30 mL). Apos a extracao, fez-se filtracdo simples, adicionando-



37

se sulfato de sodio anidro a fase organica. A purificacdo foi realizada utilizando-se
Biotage ®, com fluxo a 25 mL/min e fase movel na proporcdo hexano:acetato de etila
80:20 (v/v).

Sintese do produto final 4-(4-((2-aminofenil)carbamoil)fenéxi)-3-fenil-1,2,5-
oxadiazol 2-6xido (A6)

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 1 equivalente (0,00022 mol — 50 mg) do
produto intermediario P1, solvente tetrahidrofurano (THF) anidro em quantidade
suficiente para solubilizacdo do produto P1 e 1,5 equivalente (0,00033 mol — 49,30
pML) de DBU como base. Deixou-se em agitacdo, a temperatura ambiente, por 10
minutos. Em seguida, adicionou-se 1,2 equivalente (0,000264 mol — 55 mg) do
furoxano fenilado e deixou-se em agitacdo, a temperatura ambiente, por cerca de 4
horas e 30 minutos. Fez-se a extracdo, em funil de separagéo, diluindo o meio
reacional em 80 mL de &gua destilada gelada e, posteriormente, lavou-se com
acetato de etila (6 x 50 mL). Apds a extracao, fez-se filtracdo simples, adicionando-
se sulfato de sodio anidro a fase organica. A purificacdo foi realizada utilizando-se
uma coluna de vidro de 2 cm de didmetro e 17 cm de altura, utilizando-se fase movel

na proporcao acetato de etila:hexano 50:50 (v/v).

Sintese do produto final 4-(4-((2-aminofenil)carbamoil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-
oxadiazol 2-oxido (Al11)

Em um baldo de 125 mL adicionou-se 1 equivalente (0,00026 mol — 60 mg) do
produto intermediario P1, solvente tetrahidrofurano (THF) anidro em quantidade
suficiente para solubilizacdo do produto P1 e 1,5 equivalente (0,00039 mol — 60 pL)
de DBU como base. Deixou-se em agitacdo, a temperatura ambiente, por 10
minutos. Em seguida, adicionou-se 1,2 equivalente (0,00026 mol — 114 mg) do
bisarilsulfonil-furoxano e deixou-se em agitacdo, a temperatura ambiente, por cerca
de 3 horas e 30 minutos. Fez-se a extracao, em funil de separacao, diluindo o meio
reacional em 80 mL de agua destilada gelada e, posteriormente, lavou-se com
acetato de etila (4 x 50 mL). ApGs a extracao, fez-se filtracdo simples, adicionando-
se sulfato de sodio anidro a fase organica. A purificacdo foi realizada utilizando-se
uma coluna de vidro de 2 cm de diametro e 19 cm de altura, utilizando-se fase movel

na proporcao acetato de etila:hexano 60:40 (v/v).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Modelagem molecular
A Figura 15 apresenta a imagem da sobreposicdo da pose do ligante 20Y
cristalizado e redocado, resultante do processo de validacdo do modelo utilizado
através do método de redocagem e calculo do RMSD. O valor de RMSD obtido da
sobreposicdo foi de 0,46A, estando entdo dentro do valor padronizado e

possibilitando a validacao.

Figura 15 - Sobreposig&o das poses do inibidor cristalizado e redocado

Fonte. Prépria autora

Analisou-se as trés séries (de A1 — A15), com diferentes substituicdes na posi¢ao
—para em relacdo a amina do anel aroméatico (d&tomos de hidrogénio, fltor, tiofeno,
fenil e fluorofenil), sendo as estruturas A1 a A5 pertencentes a série 1 (furoxano
metilado), as estruturas A6 a A10 pertencentes a série 2 (furoxano fenilado) e as
estruturas A1l a A15 pertencentes a série 3 (bisarilsulfonilfuroxano).

Os valores de DS foram analisados seguindo dois parametros: o primeiro,
analisando-se a contribuicdo de cada grupo furoxano em relacdo ao DS e as
interacdes com os aminoacidos do sitio ativo da HDAC-2 (Tabela 1); e o segundo
em relacdo a contribuicdo dos diferentes substituintes na subunidade do inibidor de
HDAC (Tabela 2).
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Tabela 1 - Valores de DS em relagéo a contribui¢cdo dos furoxanos

Secéo Estruturas Docking Score (DS)
Al -10.812
- 2 735 A2 -10.587
w o© TS
- x 8 A3 - 12.654
L 2 7
n 2 g A4 - 12.473
A5 - 12.945
= A6 -11.173
©
X~
5 (gd A7 -10.308
~ T A8 - 13.189
w2
E A9 - 13.839
0 A10 -12.974
R Al1 -10.754
- S A12 -11.105
w © =
T 3 A13 - 14.302
h S 5 Al4 - 13.213
~ %]
9 Al5 -12.727
g
= Cl 994 (TIOFENO) -10.330
=
@)
o Cl 994 -12.706

Fonte: prépria autora

De acordo com os valores de DS apresentados, observa-se uma variacao
minima dos resultados de cada série, porém &, de certo modo, significativa. Para
efeito comparativo, selecionou-se uma molécula de cada série contendo o grupo
tiofeno como substituinte (A3, A8 e A13).

Essas diferencas estdo relacionadas aos substituintes do grupo furoxanico
presente nas moléculas (metil, fenil e bisarilsulfonil) que, quando visualizadas

interagindo com a enzima alvo, se encontram na parte externa ao sitio ativo,
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podendo realizar interacfes adicionais com os residuos de aminoacidos presentes
nessa regiao.

O furoxano metilado (representado pela molécula A3) possui uma
particularidade interessante. Na figura 16, observam-se duas interacdes: do anel
aromatico com o residuo de Phe 155 e do N* com o residuo de Asp 104. No entanto,
mesmo que 0 programa utilizado para modelagem molecular apresente essas
interacOes, deve-se considerar que, para a liberacdo de NO, o anel furoxanico deve
ser aberto e, sendo assim, por meio de seu mecanismo de acdo ndo se pode

garantir tais interagdes adicionais.

Figura 16 - Conformacéo e intera¢des da molécula A3 no sitio ativo da enzima
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Fonte: prépria autora

O furoxano fenilado (representado pela molécula A8) possui interacdo do anel
aromatico com o residuo de Tyr 209, por meio do empilhamento T, podendo ser
visualizado na Figura 17. Devido as fato dessa interagcdo se dar com o substituinte
do furoxano, e ndo com o anel furoxano em si, € mais provavel que essa interacado

ocorra in vitro.
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Figura 17 - Conformagao e interag6es da molécula A8 no sitio ativo da enzima
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Fonte: prépria autora

Ja4 o furoxano bisarilsulfonil (representado pela molécula A13) possui
interacdo do oxigénio do grupo SO, com o residuo de Hie 183, por meio da ligacédo

de hidrogénio. Essa interagéo pode ser visualizada por meio da Figura 18.

Figura 18 - Conformagéo e interagdes da molécula A13 no sitio ativo da enzima
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Fonte: prépria autora



42

A Figura 19 apresenta a sobreposicdo das trés estruturas da série 3 com
intuito de salientar que a ligacdo que conecta o substituinte bisarilsulfonil & molécula
é flexivel e pode rotacionar na regido externa da enzima, sendo entdo capaz de
interagir com diversos residuos de aminoacidos. O mesmo ocorre com as estruturas
da série 2.

Figura 19 - Sobreposigdo das moléculas da série 3 (bisarilsulfonil)

Fonte: prépria autora

Tabela 2 - Valores de DS em relagéo aos substituintes da subunidade do inibidor de HDAC das

moléculas
Substituinte Estrutura Docking Score (DS)

O
= Al -10.812
qu
)
Q A6 -11.173
a)
T All -10.754

A2 -10.587
% A7 - 10.308
S -11.105
-l
L Al12
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o A3 - 12.654

zZ

L A8 -13.189

O

= A13 - 14.302
A4 -12.473
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= A9 - 13.839

L Al4 -13.213
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> A5 - 12.945
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& A10 -12.974

T A15 -12.727
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- Cl 994 (TIOFENO) -10.330

=

o)

o Cl 994 -12.706

Fonte: prépria autora

De acordo com os valores de DS apresentados, observa-se que, em cada
grupo, separado por substituinte, os resultados sdo bastante semelhantes. A efeito
comparativo selecionou-se uma molécula de cada grupo, contendo o furoxano
bisarilsulfonil (A11, A12, A13, Al4 e Al5), para que fosse observado as interacdes
gue as moléculas realizam dentro do sitio da enzima. Conforme a Figura 20 mostra,
todas as moléculas interagem com os mesmos residuos de aminoéacidos, sendo
eles: Hys 145 (por ligacao de hidrogénio), Hys 146 (por ligacado de hidrogénio), Gly
154 (por ligacédo de hidrogénio) e Phe 155 (por empilhamento pi).



44

Figura 20 - Interagdo com os residuos de aminoacidos das moléculas A11, A12, A13, Al4 e A15
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Fonte: prépria autora

Além disso, € importante ressaltar que todas as moléculas sao capazes de
quelar o atomo de zinco pela subunidade amidica presente nas estruturas,
resultando em inibicdo enzimatica, que caracteriza um dos efeitos esperados e
desejados.

Ademais as interacdes realizadas entre as estruturas e 0s residuos de
aminoacidos, o programa de modelagem molecular leva em consideragdo também a
ocupacgdo da molécula dentro do sitio ativo, seu encaixe e, consequentemente, sua
conformacdo. Desse modo, os valores de DS também se relacionam aos diferentes
substituintes da porcédo da molécula responsavel pela inibicdo da HDAC. A Figura 21
mostra uma imagem 3D da sobreposicdo de todas as moléculas selecionadas (Al11,
Al2, Al13, Al4 e A15) a fim de mostrar a ocupacdo da cavidade existente no sitio

ativo pelos cinco substituintes.
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Figura 21 - Imagem 3D da sobreposicao das moléculas A11, A12, A13, Al4 e A15

Fonte: prépria autora

As HDACs de classe | (HDAC1, 2, 3 e 8) apresentam um bolsdo de 14A
adicional quando comparadas as outras classes. O bolséo adicional das HDACs 3 e
8 apresentam residuos de aminoacido que impedem o0 encaixe das subunidades
adicionais que sao inseridas na posicao —para em relacdo a amina das estruturas
guimicas apresentadas até o momento. Sendo assim, ao adicionar-se substituintes
nessa posicao, € possivel conferir seletividade na inibicdo das HDAC 1 e 2. Os
dados de DS apresentados na Tabela 2, mostram que as moléculas que apresentam
0s substituintes tiofeno, fenil e 4-fluorofenil resultaram em DS mais promissores que
0s gque contém atomo de hidrogénio ou flor, o que pode ser explicado pelo encaixe
desses substituintes no bolsdo das enzimas. Ou seja, espera-se que essas
moléculas apresentem um melhor perfil de inibicdo e também seletividade de
inibicdo contra HDAC 1 e 2, quando comparadas a 3 e 8.

4.2 Predigcao farmacocinética
As moléculas foram avaliadas quanto a adequacédo a regra dos 5 de Lipinski,
solubilidade em agua, LogP, absorcdo intestinal e metabolismo pelas enzimas
substrato (S) CYP2D6 e CYP3A4 e pelas enzimas inibidoras (1) CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4, sendo os dados coletados apresentados na Tabela 3.
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Os dados coletados no website SwissADME em relacdo a violagcdo de Lipinski,

PAINS e acessibilidade sintética, estdo demonstrados na Tabela 4.



Tabela 3 - Parametros da regra dos 5 de Lipinski e predicdo das propriedades farmacocinéticas das estruturas de 1 a 15
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Estrutura

N° de N° de
intestinal aceptores doadores
0 de ligacao deligagéo Metabolismo
absér/f/ida) de de
hidrogénio hidrogénio

Massa Solubilidade Absorgao

molar call_cougiapdo em agua
(g/mol) (log mol/L)

Toxicidade
AMES
(sim/néo)

Al

CYP2D6 (S) — nédo
CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — sim
326.313 2.2432 -3.059 79.753 6 2 CYP2C19 (l) - ndo
CYP2C9 (l) — nédo
CYP2D6 (l) — nao
CYP3A4 (I) — néo

A2

CYP2D6 (S) — néo
CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — sim
344.302 2.3823 -3.261 83.085 6 2 CYP2C19 (l) — ndo
CYP2C9 (I) — ndo
CYP2D6 (I) — ndo
CYP3A4 (I) — ndo

Sim

A3

CYP2D6 (S) — nédo

CYP3A4 (S) — sim

CYP1A2 (I) — sim
408.439 3.9717 -4.079 87.534 7 2 CYP2C19 (I) — sim
CYP2C9 (I) — sim

CYP2D6 (I) — ndo

CYP3A4 (I) — sim

Sim

A4

CYP2D6 (S) — ndo
402.410 3.9102 -4,140 87.144 6 2 CYP3A4 (S) — sim

Sim
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CYP1A2 (I) — sim
CYP2C19 (I) — sim
CYP2C9 (I) — ndo
CYP2D6 (I) — ndo
CYP3A4 (1) — sim

A5

420.400

4.0493

-4.105

87.698

CYP2D6 (S) — nao
CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — sim
CYP2C19 (I) — sim
CYP2C9 (I) — sim
CYP2D6 (I) — sim
CYP3A4 (I) — ndo

Sim

A6

388.383

3.6018

-4.175

87.400

CYP2D6 (S) — nédo
CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — sim
CYP2C19 (I) — sim
CYP2C9 (I) — sim
CYP2D6 (I) — ndo
CYP3A4 (I) — sim

A7

406.373

3.7409

-4.162

90.732

CYP2D6 (S) — néo
CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — sim
CYP2C19 (I) — sim
CYP2C9 (I) — sim
CYP2D6 (l) — nédo
CYP3A4 (I) — sim

A8

470.510

5.3303

-4.148

95.180

CYP2D6 (S) — néo
CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — ndio
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CYP2C19 (I) — sim
CYP2C9 (I) — sim
CYP2D6 (I) — ndo
CYP3A4 (I) — sim

A9

464.481

5.2688

-4.072

94.790

CYP2D6 (S) — nao
CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — ndo
CYP2C19 (I) — sim
CYP2C9 (I) — sim
CYP2D6 (I) — ndo
CYP3A4 (I) — sim

Al10

482.471

5.4079

-3.707

95.344

CYP2D6 (S) — néo
CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — ndo
CYP2C19 () — sim
CYP2C9 (I) — ndo
CYP2D6 (l) — ndo
CYP3A4 (I) — ndo

All

452.448

2.7676

-4.308

78.749

CYP2D6 (S) — néo
CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — ndio
CYP2C19 (l) — ndo
CYP2C9 (I) — ndo
CYP2D6 (l) — ndo
CYP3AA4 (I) — sim

Al2

470.438

2.9067

-4.218

82.081

CYP2D6 (S) — néo
CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — ndio




CYP2C19 (I) — ndo
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CYP2C9 (I) — néo
CYP2D6 (I) — ndo
CYP3A4 (I) — sim
CYP2D6 (S) — néo

Al3

534.575

4.4961

-3.877

86.530

9

CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — ndo
CYP2C19 (l) — nao
CYP2C9 (I) — sim
CYP2D6 (l) — nao
CYP3A4 (I) — sim
CYP2D6 (S) — néo

Al4

528.546

4.4346

-3.779

86.140

CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — nédo
CYP2C19 (l) — ndo
CYP2C9 (I) — ndo
CYP2D6 (I) — ndo
CYP3A4 (1) — sim

Al5

546.536

45737

-3.491

86.694

Fonte: prépria autora

CYP2D6 (S) — néo
CYP3A4 (S) — sim
CYP1A2 (I) — ndio
CYP2C19 (l) — ndo
CYP2C9 (I) — ndo
CYP2D6 (l) — ndo
CYP3AA4 (I) — sim
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Para a analise dos resultados obtidos na tabela 3, selecionaram-se as
estruturas Al, A6 e All, nas quais foram, posteriormente, sintetizadas. A molécula
Al apresentou um LogP de, aproximadamente, 2.24 e solubilidade em agua de —
3.059 log mol/L, enquanto que a molécula A6 apresentou um LogP maior de,
aproximadamente, 3.60 e solubilidade de — 4.175 log mol/L. Essa diferenga impacta
no valor de absorcdo intestinal, no qual, para Al, a porcentagem absorvida € de,
aproximadamente 79,75% e, para A6, € de 87,40%.

Em relacdo a molécula All, o logP se assemelha ao da molécula Al cujo
valor € 2.76. No entanto, a solubilidade em agua é mais proxima a da molécula A6,
possuindo um valor igual a — 4.308 log mol/L. Contudo, mesmo com um valor de
logP e solubilidade em agua maior que a molécula Al, a molécula A1l apresenta
uma porcentagem de absorcéo de, aproximadamente, 78,75%, um valor menor que
as outras duas moléculas, porém bem proxima ao valor da molécula Al.

Outro aspecto importante é em relacdo a participacdo das enzimas da
CYP450 no metabolismo dessas moléculas. As enzimas participantes do
metabolismo de Al sdo: CYP3A4 (S) e CYP1A2 (I); de A6 sdo: CYP3A4 (S),
CYP1A2 (1), CYP2C19 (), CYP2C9 (I) e CYP3A4 (l); e de All: CYP3A4 (S) e
CYP3A4 (I). Observa-se, com isso, que a molécula, cuja participacdo das enzimas é
maior, é a A6.



Tabela 4 - Dados de SwissADME das estruturas de 1 a 15

Acessibilidade

Estrutura Lipinski (sim/n&o); violagéo PAINS sintética
Al sim; O 0 3.11
A2 sim; O 0 3.11
A3 sim; O 0 3.47
A4 sim; 0 0 3.50
A5 sim; O 0 3.53
A6 sim; O 0 3.54
A7 sim; O 0 3.53
A8 sim; O 0 3.86
A9 sim; 1 (logP > 5) 0 3.93
A10 sim; 1 (logP > 5) 0 3.95
All sim; O 0 3.74
Al2 sim; 0 0 3.73
A13 sim; 1 (MM > 500) 0 4.05
Al4 sim; 1 (MM > 500) 0 4.12
Al5 sim; 2 (MM > 500; logP > 5) 0 4.13

Fonte: prépria autora
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A partir dos dados apresentados na Tabela 4, é possivel visualizar que todas as
15 moléculas obedecem a regra dos 5 de Lipinski, a qual preza por 4 quesitos:
massa molecular menor do que 500 daltons, LogP menor do que 5, nimero de
grupamentos doadores de ligacdo de hidrogénio menor do que 5 e numero de
aceptores de ligacdo de hidrogénio menor do que 10. Ainda que as moléculas A9,
A10 e A15 obedecam a regra de Lipinski, possuem uma violacéo referente ao logP,
por apresenta-lo maior que 5. O mesmo acontece para as moléculas 13, 14 e 15, em
relacdo a massa molar ser maior que 500 daltons. No entanto, esses valores nao
devem ser significativamente maiores que o padrdo, caso contrario, o programa nao
incluiria esses compostos na regra de Lipinski.

Nenhuma das estruturas avaliadas classifica-se como PAIN (Pan-Assay
Interference Compound), 0s quais se caracterizam por compostos que apresentam
resultados falso-positivos em ensaios biolégicos, afetando a confiabilidade e
continuidade dos estudos. O estudo de acessibilidade sintética dos 15 compostos
sdo bastante semelhantes, variando de 3.11 a 4.13. Sendo assim, para a sintese
dos compostos, foram selecionadas as moléculas com menor valor de acessibilidade
sintética, ou seja, com maior facilidade de sintese, sendo uma de cada série (Al, A6
e All), cujos valores séo, respectivamente: 3.11, 3.54 e 3.74.

4.3 Sintese

4.3.1 Sintese dos furoxanos
As sinteses dos furoxanos metilado e fenilado ocorreram por meio da reacéo de

alcenos com o nitrito de s6dio em meio acido.

4.3.1.1 Sintese do furoxano metilado (la)

A Figura 22 é um esquema do mecanismo de formac&o do furoxano metilado, no
qual se utilizou o acido metacrilico como reagente de partida, nitrito de sodio e acido

sulfarico, tornando 0 meio reacional mais acido para permitir que a reagdo aconteca.
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Figura 22 - Mecanismo de formacédo do furoxano metilado (I1a)
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Fonte: propria autora

4.3.1.2 Sintese do furoxano fenilado (Ib)

A Figura 23 mostra o mecanismo de formacéo do furoxano fenilado, no qual se
utilizou, como reagente de partida, o estireno, além do nitrito de sédio, do acido acético
glacial e também do acido cloridrico. O nucleo furoxénico é formado do mesmo modo

gue o furoxano metilado (la), demonstrado na Figura 22.
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Figura 23 - Mecanismo de formacao do furoxano fenilado (Ib)
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Fonte: prépria autora

E importante ressaltar que o N,Os, presente nas reacdes descritas nas Figuras
22 e 23, é formado pela reacdo do nitrito de s6dio (NaNO;) com o &cido utilizado em
cada sintese. Esse composto contribui para a formacao do anel furoxanico por meio da
reacdo com o acido metacrilico e o estireno para a sintese, respectivamente, dos

furoxanos metilado e fenilado.

4.3.1.3 Sintese do bisarilsulfonilfuroxano (Ic)

A sintese do furoxano bisarilsulfonil foi realizada por meio de duas etapas: a
primeira, uma reacdo de oxidacéo do sulfeto (4cido feniltioacético), resultando em uma
sulfona (4cido fenilsulfonilacético), utilizando-se peroxido de hidrogénio 30%. Neste

caso, um oxigénio é adicionado a estrutura, mais especificamente, ao enxofre. A
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segunda consistiu em uma reacgao entre a sulfona formada com acido nitrico fumegante

para a formacao do nucleo bisarilsulfonilfuroxano.

4.3.2 Sintese do intermediario P1

A formacéo do produto intermediario P1 aconteceu por meio da reacdo de um
acido com uma diamina. A Figura 24 demonstra a reacdo, no qual foi necessario,
primeiramente, que a base utilizada, no caso, o DIPEA, desprotonasse o grupamento
hidroxila da funcéo organica acido do reagente &cido 4-hidroxibenzoéico. Além disso,
para que a diamina utilizada (1,2-fenilenodiamina) fosse mais reativa, foi necessario
formar um complexo com o agente acoplante utilizado, o HATU. Com isso, 0 nitrogénio
da diamina foi capaz de atacar a cabonila do acido, resultando na saida do grupamento
hidroxila e também na formacéo do produto intermediario P1.
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Figura 24 - Mecanismo de formacao do produto intermediario P1
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4.3.3 Sintese dos produtos finais Al, A6 e A1l

O mecanismo de formacéao dos trés produtos finais A1, A6 e A11 é 0 mesmo,
alterando-se apenas o furoxano e, em alguns casos, a base utilizada. A Figura 25
mostra 0 mecanismo de formacéo desses produtos representado pelo composto Al.
Primeiramente, ocorreu a desprotonacédo do grupamento hidroxila de P1, fazendo com
que o oxigénio tivesse elétrons disponiveis para atuar como nucledfilo, atacando o
carbono do furoxano. Com isso, resultou-se formacédo de uma ligacdo éter entre o

produto P1 e o anel furoxanico, obtendo-se o produto final.
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Figura 25 - Formacéao do produto final A1

Fonte: prépria autora

A Tabela 5, com o propésito de a fim de reunir as informacdes obtidas apos a
sintese, apresenta os resultados fisico-quimicos — estado fisico do produto, coloracao,
faixa de fusdo e rendimento — de todos os compostos sintetizados (furoxanos metilado,
fenilado e bisarilsufonil; P1; Al, A6 e All)

Tabela 5 - Resultados fisico-quimicos de todos os compostos sintetizados

Resultados fisico-quimicos
Nome do composto Estado Coloracio Faixa de fusao Rendimento
b fisico & © C) (%)

Furoxano Solido | Esverdeado| 50,2 °C —54,4°C 9,03%
metilado

Furoxano Soélido | Verdeclaro| 40,9°C —42,6°C 15,62%
fenilado

Bisarilsulfonilfuroxano Sélido Branco 136,4°C —149,9°C 28,75%

P1 Solido Bege 165°C — 171 °C 59,60%

Al Solido Branco 149 °C — 155 °C 6,36%

A6 Solido Branca 186 °C — 190 °C 29,54%

All Solido Branca 165°C — 174 °C 23,85%
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Fonte: prépria autora

4.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear e Espectroscopia de

Infravermelho

A Ressonancia Magnética Nuclear e a Espectroscopia de Infravermelho sao
instrumentos utilizados para caracterizacdo de moléculas. Para este estudo, 0s
compostos que foram devidamente caracterizados séo: P1, Al, A6 e A11. Os espectros
de RMN de 'H, *C e os de Infravermelho serdo apresentados na secdo Apéndice. A
interpretagcdo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e de
Infravermelho (IV) de 'H e *C foi realizada baseando-se nas referéncias:
SILVERSTEIN et al., 2006 e PAVIA et al.,2001.

Tabela 6 - Dados de RMN do produto intermediario P1

3 Q ; ’
2 f 5 H 1 10
HO™ : 3 NH,
&1 (ppm) Sc (ppm)

1 - 160.36
2 7.85 (d, J=8.3Hz, 2H) 114.81
3 6.84 (d, J=8.4Hz, 2H) 129.77
4 - 125.17
5 - 164.91
6 - 123.78
7 7.14 (d, J=7.7Hz, 1H) 126.22
8 6.59 (t, J=7.4Hz, 1H) 116.32
9 6.95 (t, J=7.5Hz, 1H) 126.60
10 6.77 (d, J=7.9Hz, 1H) 116.18
11 - 143.10

NHamida 9.44 (s, 1H) -
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NH, 4.84 (s, 2H) ]
OH 10.04 (s, 1H) -

Fonte: propria autora

Analisando-se o espectro de *H RMN é possivel visualizar dois dupletos em
7.85 e 6.84 ppm, ambos integrando para dois hidrogénios e com constantes de
acoplamento no valor de 8.4Hz (orto), representando os hidrogénios H, e Hs. Os
hidrogénios H7-Hip séo visualizados como dois dupletos e dois tripletos em 7.14,
6.59, 6.95 e 6.77 respectivamente. Os hidrogénios H; e Hip apresentam-se como
dupletos por acoplarem apenas com um hidrogénio vizinho, sendo eles o0s
hidrogénios Hg e Hg, respectivamente, enquanto os hidrogénios Hg e Hg apresentam-
se como tripletos por acoplarem com dois hidrogénios vizinhos (H; e Hg; Hg € Hig,
respectivamente). O grupamento hidroxila (OH), apresenta-se como um simpleto em
10.04 ppm. Os hidrogénios da amida e da amina apresentam-se como simpletos em

9.44 ppm (1H) e 4.84 ppm (2H), respectivamente.

Tabela 7 - Dados de RMN do produto final A1

1

o 1 12
1 6 9
N=3 ° 78 N e
o, _i3 H NH
®N~ S04 6 2
! 5
(0]
©
Sn (ppm) Sc (ppm)
1 2.14 (s, 3H) 7.02
2 - 162.81
3 - 107.68
4 - 154.92
5 7.55 (d, J=8.5Hz, 2H) 119.22
6 8.10 (d, J=8.4Hz, 2H) 130.02
7 - 132.41

8 - 164.35
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9 - 123.06
10 7.16 (d, J=7.5Hz, 1H) 126.67
11 6.60 (t, J=7.2Hz, 1H) 116.21
12 6.98 (t, J=7.5Hz, 1H) 126.88
13 6.78 (d, J=7.3Hz, 1H) 116.06
14 - 143.31
NHamida 9.73 (s, 1H) -
NH, 4.96 (s, 2H) i

Fonte: prépria autora

Analisando-se o0 espectro de 1H RMN é possivel visualizar dois dupletos em
7.55 e 8.10 ppm, ambos integrando para dois hidrogénios e com constantes de
acoplamento no valor de 8.5Hz (orto), representando os hidrogénios Hs e Hg. Os
hidrogénios Hip-Hi3 sé@o visualizados como dois dupletos e dois tripletos em 7.16,
6.60, 6.98 e 6.78, respectivamente. Os hidrogénios Hio € Hi3 apresentam-se como
dupletos por acoplarem apenas com um hidrogénio vizinho, sendo eles o0s
hidrogénios H;; e Hjp, respectivamente, enquanto os hidrogénios Hi; e Hi»
apresentam-se como tripletos por acoplarem com dois hidrogénios vizinhos (Hio €
Hi2; Hi1 e Hig, respectivamente). O grupamento metila (CH3), apresenta-se como um
simpleto em 2.14 ppm integrando para trés hidrogénios, enquanto os hidrogénios da
amida e da amina apresentam-se como simpletos em 9.73 ppm (1H) e 4.96 ppm
(2H), respectivamente. Comparando-se com o espectro de 1H RMN do intermediario
P1, é possivel perceber a auséncia do simpleto em 10.04 ppm, o qual representava
o grupamento hidroxila, o que se sugere a formacéo da ligacdo éter e do composto

proposto.

Tabela 8 - Dados de IV do produto final Al

Grupo funcional NGmero de onda (cm™)
N'Hamida 3296
C'Haromético 2924

C=Oamida 1635
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N-Oturoxano 1456
CHs 2852/1382
C-Naromatico 1280
C-Ogter 1168
NH2 1608

Fonte: prépria autora

O espectro de infravermelho apresenta as bandas dos grupos funcionais
presentes na estrutura do composto Al. E possivel visualizar o estiramento em 3296
cm™ e 1635 cm™ representando o estiramento N-H e C=0 do grupamento amida.
Além disso, as bandas em 1456 cm™, 2852 cm™ e 1382 cm™ representam os
estiramentos do grupamento furoxano, sendo eles o estiramento N-O e CH3 e, por
fim, visualiza-se o estiramento em 1168 cm™ caracteristico de éter, sugerindo a

formacao do composto proposto.

Tabela 9 - Dados de RMN do produto final A6

2 3 o 7 10 O 13 14
4 56 1’i_|N 12 15
L ’ i i 17 16
0”0 HoN

Sn (ppm)
7.69-7.57 (m, 5H)

8.15-8.04 (m, 4H)
7.69-7.57 (m, 5H)

8.15-8.04 (m, 4H)

(o] (o] ~ (o)) ol EEN w N [l
1

7.69-7.57 (m, 5H)
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10 -

11 -

12 -

13 7.16 (d, J=6.9Hz, 1H)

14 6.63-6.56 (M, 1H)

15 6.98 (t, J=8.0, 1.5Hz, 1H)

16 6.78 (dd, J=8.0, 1.3Hz, 1H)
NHamida 9.74 (s, 1H)

NH, 4.94 (s, 2H)

Fonte: propria autora

Analisando-se o espectro de *H RMN, observa-se que, alguns hidrogénios, por
mais que estejam distantes fisicamente, sofrem a mesma influéncia dos grupos
funcionais que estdo préximos deles e, por isso, possuem o0 sinal ha mesma regido
do espectro. Isso acontece com os hidrogénios Hi, Hz3 e Hg em 7.69-7.57 ppm,
integrando para 5H e com os hidrogénios H; e Hg, em 8.15-8.04 ppm, integrando
para 4H . Os hidrogénios Hi3-His S0 visualizados como: um dupleto em 7.16 ppm;
um multipleto em 6.63-6.65 ppm; um tripleto em 6.98 ppm e um duplo dupleto em
6.78 ppm, respectivamente. Os hidrogénios Hiz € Hig apresentam-se como dupletos
por acoplarem apenas com um hidrogénio vizinho, sendo eles os hidrogénios Hi4 e
His, respectivamente. O hidrogénio H;4 acopla-se com dois hidrogénios vizinhos, o
Hi3 e His, porém, no espectro apresenta-se como um multipleto. J& o hidrogénio His
também acopla-se com dois hidrogénios vizinhos, o Hi4 e His , €, no espectro
apresenta-se como um tripleto. Os hidrogénios da amida e da amina apresentam-se

como simpletos em 9.74 ppm (1H) e 4.94 ppm (2H), respectivamente.

Tabela 10 - Dados de IV do produto final A6

Grupo funcional NGmero de onda (cm™)
N'Hamida 3267
C'Haromético 3040

C=Oamida 1635
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N-Ofturoxano 1460
C-Naromatico 1203
C-Octer 1200
NH2 1608

Fonte: prépria autora

O espectro de infravermelho apresenta as bandas dos grupos funcionais
presentes na estrutura do composto A6. E possivel visualizar o estiramento em 3267
cm™ e 1635 cm™ representando o estiramento N-H e C=0 do grupamento amida.
Além disso, a banda em 1460 cm™ representa o estiramento do grupamento
furoxano, sendo ele o estiramento N-O e, por fim, visualiza-se 0 estiramento em

1200 cm™ caracteristico de éter, sugerindo a formacdo do composto proposto.

Tabela 11 - Dados de RMN do produto final A1l

S+ (ppm)
7.97-7.89 (m, 1H)

8.13-8.02 (m, 4H)
7.84-7.73 (m, 2H)

8.13-8.02 (m, 4H)

© (00] ~ (o)) ()] BN w N -
1

7.57 (d, J=8.7Hz, 2H)

[EEN
o

H
H
1
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12 -
13 7.16 (d, J=7.8Hz, 1H)
14 6.60 (t, J=7.5Hz, 1H)
15 7.02-6.94 (m, 1H)
16 6.78 (d, J=8.0Hz, 1H)

NHamida 9.75 (s, 1H)

NH, 4.75 (s, 2H)

Fonte: propria autora

Analisando-se o espectro de *H RMN, observa-se que, alguns hidrogénios, por
mais que estejam distantes fisicamente, sofrem a mesma influéncia dos grupos
funcionais que estdo préximos deles e, por isso, possuem o sinal na mesma regido
do espectro. Isso acontece com os hidrogénios H, e Hg, em 8.13-8.02 ppm,
integrando para 4H. Contudo, comparando-se com 0 espectro de A6, nota-se uma
mudanca de valores para os hidrogénios H;, H3 e Hg, Nnos quais se apresentam na
regido de 7.97-7.89 ppm, 7.84-7.73 ppm e 7.57, respectivamente. Uma possivel
explicacdo para esse fato € que esses hidrogénios sentiram mais a influéncia do
novo grupo (bisarilsulfonil), sendo este um grupo mais retirador de elétrons, mais
eletronegativo, deslocando, assim, 0s sinais mais para a regido esquerda do
espectro. Os hidrogénios Hi3-Hig sao visualizados como: um dupleto em 7.16 ppm;
um tripleto em 6.60 ppm; um multipleto em 7.02-6.94 ppm e um dupleto em 6.78
ppm, respectivamente. Os hidrogénios Hi3 e His apresentam-se como dupletos por
acoplarem apenas com um hidrogénio vizinho, sendo eles os hidrogénios Hi4 € His,
respectivamente. O hidrogénio H;4 acopla-se com dois hidrogénios vizinhos, 0 Hiz e
His, porém, no espectro apresenta-se como um tripleto. J& o hidrogénio His também
acopla-se com dois hidrogénios vizinhos, o Hi4 € His, €, N0 espectro apresenta-se
como um multipleto. Os hidrogénios da amida e da amina apresentam-se como

simpletos em 9.75 ppm (1H) e 4.75 ppm (2H), respectivamente.

Tabela 12 - Dados de IV do produto final A11

Grupo funcional NGmero de onda (cm™)

N'Hamida 3290
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C-Haromatico 2924
C=Oamida 1635
N-Oturoxano 1450
S=0Oruroxano 1040
C-Naromatico 1280
C-Oécter 1165
NH2 1541

Fonte: prépria autora

O espectro de infravermelho apresenta as bandas dos grupos funcionais
presentes na estrutura do composto All. E possivel visualizar o estiramento em
3290 cm™ e 1635 cm™ representando o estiramento N-H e C=0 do grupamento
amida. Além disso, as bandas em 1450 cm™ e 1040 cm™ representam os
estiramentos do grupamento furoxano, sendo eles o estiramento N-O e S=0 e, por
fim, visualiza-se o estiramento em 1165 cm™ caracteristico de éter, sugerindo a

formacao do composto proposto.

5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos € possivel concluir que, pela modelagem
molecular, todos os compostos apresentaram um padrdo de interagdo com O0sS
residuos de aminoacido do sitio ativo da HDAC-2, sendo eles: His145, His146,
Glyl154 e Phel55 e obtiveram resultados de DS promissores, que variaram entre -
14.302 e -10.308. Além disso, é possivel inferir que, pela sintese, houve a formacao
de um produto intermediario (P1), caracterizado por RMN de 600MHz e obtido como
um solido de coloragcédo bege, com faixa de fusdo de 165° C - 171° C e rendimento
de 59,60%. Além disso, houve também a formacdo de trés produtos finais: Al,
caracterizado por RMN de 600 MHz, obtido como um sélido de coloragdo branca,
com faixa de fusédo de 149° C - 155° C e rendimento de 6,36%; A6, caracterizado por
RMN de 300MHz, obtido como um sélido de coloracdo branca, com faixa de fuséo
de 186° C - 190° C e rendimento de 29,54%; e All, caracterizado por RMN de
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300MHz, obtido como um sdlido de coloragéo branca, com faixa de fusdo de 165° C
- 174° C e rendimento de 23,85%.
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Figura 26 - Espectro de RMN de *H da molécula P1 (600MHz, DMSO-ds)
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Figura 27 - Espectro de RMN de **C da molécula P1 (150MHz, DMSO-ds)
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Figura 28 - Espectro de RMN de *H da molécula A1 (600MHz, DMSO-ds)
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Figura 29 - Espectro de RMN de **C da molécula A1 (150MHz, DMSO-ds)
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Figura 30 - Espectro de RMN de 'H da molécula A6 (300MHz, DMSO-dg)
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Figura 31 - Espectro de RMN de 'H da molécula A11 (300MHz, DMSO-ds)
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Figura 32 - Espectro de IV da molécula Al
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Figura 33 - Espectro de IV da molécula A6
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Figura 34 -

Espectro de IV da molécula A1l
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