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RESUMO

MELO, T. R. F. Sintese e avaliagdo farmacolégica de novos derivados da
pomalidomida para o tratamento da anemia falciforme. 2018. 161 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2018.

A Anemia Falciforme (AF) € uma anemia hemolitica genética caracterizada por uma
mutacao no gene da globina beta. Além do quadro vaso-oclusivo, 0s pacientes com
AF apresentam processo inflamatorio cronico caracterizado pelo aumento de
diversas citocinas pro-inflamatérias, a exemplo do Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a). Atualmente, a hidroxiureia (HU) é o uUnico farmaco disponivel para o
tratamento e seus efeitos benéficos estdo associados ao 6xido nitrico (NO), gerado
apos biotransformacdo. O NO desempenha efeitos benéficos na doenca tais como:
vasodilatacdo, inibicAo da agregacdo plaquetaria e aumento na producdo de
hemoglobina fetal (HbF). Nesse contexto, foram sintetizados os compostos 3(a-b);
4(a-b) e 5(a-b) obtidos através da estratégia de hibridacdo molecular da subunidade
inibidora de TNF-a presente na pomalidomida com o nucleo furoxanico (1,2,5-
oxadiazol-2-N-6xido) com propriedades doadores de NO. Os compostos sintetizados
foram obtidos em rendimentos que variaram entre 13 e 30%. As moléculas do
estudo demonstraram capacidade de liberar NO em niveis que variaram entre 1 e
30%. Em cultura de células CD34*, o composto 4b (2,5 uM) foi capaz de induzir
gobina y, enquanto HU foi ativa apenas em concentracdes 4 vezes superiores (10
uM). Estudos preliminares do possivel mecanismo de acdo mostraram que o
composto 4b nao interefe na expressdo de fatores de transcricdo a exemplo do
BCL11A, IKAROS, LRF e nos niveis de acetilacdo de histona H3. O composto 4b foi
capaz de induzir o aumento dos niveis de monofostato de guanosina ciclico (GMPc)
em células HUVEC e diminuir a producdo de TNF-a em mondcitos. Os resultados
aqui obtidos sugerem que 0 composto 4b seja um novo protétipo para o
desenvolvimento de farmacos para anemia falciforme.

PALAVRAS-CHAVE: Anemia Falciforme, pomalidomida, doadores de 6xido nitrico



ABSTRACT

MELO, T. R. F. Synthesis and pharmacological evaluation of pomalidomide
derivatives for the treatment of sickle cell anemia. 2018. 161 f. Thesis (PhD in
Pharmaceutical Sciences)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual Paulista, Araraquara, 2018.

Sickle cell anemia (SCA) is a inherited hemolitical anemia characterized by a
mutation in the B-globin gene. In addition to the vaso-occlusive condition, there is a
chronic inflammatory process in the patients characterized by the increase of several
pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a. Currently, hydroxyurea (HU) is the only
drug available for treatment and its beneficial effects are associated with nitric oxide
(NO), generated after biotransformation. NO has beneficial effects on the disease
such as vasodilatation, inhibition of platelet aggregation and fetal hemoglobin (HbF)
production. In this context, the compounds 3 (a-b), 4(a-b) and 5(a-b) were
synthesized using molecular hybridization approach of the pomalidomide TNF-a
inhibitor subunit with the furoxan ring (1,2,5-oxadiazol-2-N-oxide) as NO donor.
Compounds were synthesized in yields ranging from 13 to 30%. The compounds
demonstrated ability to release NO at levels ranging from 1 to 30%. In CD34+ cellular
cultures, compound 4b at 2.5 yM concentration was able to induce y-globin, while
HU was active only at 4-fold higher concentrations (10 uM). Preliminary studies of the
mechanism of action have shown that compound 4b does not interfere with
transcription factors such as BCL11A, IKAROS, LRF and histone H3 acetylation
levels. Our results indicate that, the mechanism of action of this compound differs
from the parental drug pomalidomide. Compound 4b also increased cGMP levels in
HUVEC and CD34 + cells. For CD34 + cells, cGMP levels were comparable to that of
HU. These results sugest that compound 4b is a promising lead candidate for the
development of drug candidates for treatment of SCA.

Keywords: Sickle cell anemia; pomalidomide; nitric oxide donors



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Producéo de globinas durante a vida fetal e adulta. ..........cc..cccccooeiiiiinnnnn, 7
Figura 2. Fatores de transcrigdo reguladores da expressdo de gama-globina............ 8
Figura 3. Fisiopatologia da anemia falCiforme ............ccccoevviiii e, 10
Figura 4. Propriedades do NO NOS vasoS SANQUINEOS ............eeeiieeeriiiiiiiiiiieeeeaaaaenanns 11
Figura 5. Abordagens terapéuticas disponiveis para o tratamento da anemia
L= 1031 0] 1 141U 13
Figura 6: Equilibrio tautomeérico do fUrOXan0...........cccevvviviiiiiiiiiie e, 20

Figura 7. Mecanismo proposto para liberacdo de NO pelos derivados furoxanicos..21
Figura 8. Planejamento estrutural dos novos compostos hibridos (3a-b), (4a-b) e (5a-

o) 26
Figura 9. Obtencdo do intermediario furoxanico 4-nitro-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-
OXidO (28) € INTEIMEMIANIO B....eeeiieeiiiiiiiiiiiie e e e 30
Figura 10.0btencéo dos intermediarios (20 € 12) ......ccoovviiiiiiiiiii e, 32
Figura 11.0btencéo do intermediario (19) e do furoxano (2C)...........oeecuvvvveeeeeeeennnnns 32
Figura 12.0btencao dos intermediarios 14-19 .........ccooiviiiiiiiiiiie e, 33
Figura 13. Obtencdo dos compostos hibridos finais (3a-b), (4a-b) e (5a-b). ............. 34
Figura 14: Expressao de proteinas da expressao de globinas em células CD34+ no
o | - VT 55
Figura 15. Quantificacdo de hemoglobinas em células CD34*............ccccceeeviieiiennnnns 56
Figura 16: Curvas de crescimento das culturas de precursores eritroides derivados
A€ CEIUIAS CD B4t ..o 57
Figura 17. Diferenciacdo terminal dos precursores eritroide derivados de células
(O D 7 B PRSPPI 58
Figura 18. Citospins corados com May-Grunwald Giemsa mostrando a morfologia
celular durante a diferenciacao terminal celular das células CD34+. ........................ 59

Figura 19. Western blot da expressdo de BCL11A e IKAROS nas células CD34+ no
4° dia tratadas com DMSO (0,1%), pomalidomida (1 puM), HU (10 uM), composto 4b

228 01 Y 60
Figura 20. Western blot da expressdo de LRF nas células CD34+. ..............cccoeees 61
Figura 21.Western blot da expresséo de histona H3 total nas células CD34+.......... 61
Figura 22: Efeito do DMSO (0,1%), pomalidomida (1 uM), HU (10 uM), composto 4b
(2,5 UM) NOS NIVEIS A8 GMPC. ...ttt 62
Figura 23. Viabilidade celular em mondcitos utilizando DMSO, pomalidomida e
diferentes concentragfes do composto 4D. ... 63

Figura 24. Concentracdo de TNF-alfa produzido por mondcitos em meio contendo
LPS (controle positivo), pomalidomida 5uM e composto 4b..........ccccvvviiiiiiiiiieenens 63



VI

Figura 25. Proposta de formacdo do derivado furoxanico 4-nitro-3 fenil-1,2,5-

oxadiazol-2-N-6xido sugerida por TAKAYAMA; HANASAKI; 1JICHI, 1996 ............... 64
Figura 26. Mecanismo de formacao do intermediario 6 ..............cccevvvevvvviiiiieeeeeeeennns 65
Figura 27. Mecanismo da reacdo de formacao dos intermediérios 14-19................. 68
Figura 28. Mecanismo de deteccao de nitrito utilizando reagente de Griess ............ 74
Figura 29. Mecanismo proposto para liberagdo de NO pelos derivados furoxanicos
(odo] 0 Jr= 1 2= 1o (B L =T o B O S PP 76
Figura 30. Expresséo de gama-globina mediada pela via GMPCc-NO ....................... 80
Figura 31. Espectro de RMN de 'H do composto 4-nitro-3 fenil-1,2,5-oxadiazol-N-
OXidO (22) (300 MHZ; DMSOAB).....cceeeeeeeeeee ettt 92
Figura 32. Espectro de RMN 3C do composto 4-nitro-3 fenil-1,2,5-oxadiazol-N-éxido
(22) (75 MHZ; DMSO-AB) ....uuuuuiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiinniinssiaassaasesssasssssssssssnssasnnnsnnnnnnnnnnnes 93
Figura 33: Espectro de RMN !H do composto 4-(4-formilfenoxi)-3-fenil-1,2,5-
oxadiazol-2-0xido (6) (300 MHZ; DMSOE). ....eeeeeeeeeeieeieieeeeeee e 94
Figura 34: Espectro de RMN de 3C do composto 4-(4-formilfen6xi)-3-fenil-1,2,5-
oxadiazol-2-N-0xido (6) (75 MHZ; DMSO6). ...eccvivurrrieeiiiiiiie it 95
Figura 35: Espectro de RMN de 'H do acido sulfonilfeniltioacético (9) (400 MHz;
D1V Y o 1) 98
Figura 36: Espectro de RMN de 'H de 3,4-bisaril-sulfonilfuroxano (2b) (300 MHz;
D1V Y o 1) 99
Figura 37: Espectro na regido do infravermelho do composto 12 ( pastilha de KBr)
................................................................................................................................ 101
Figura 38: Espectro de RMN de *H do composto 12 (300 MHz; CDCl3). ................ 102
Figura 39: Espectro de RMN de *3C do intermediario 12 (75 MHz; DMSOgg). ........ 103
Figura 40. Espectro de RMN de 'H do composto 3-metil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol- 2-
0XidO (2C) (300 MHZ; CDCI3). coeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 105
Figura 41: Espectro de RMN de 3C do composto 3-metil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol- 2-
N-0Xid0 (2C) (300 MHZ; CDCI3). ..uuvuvvriiiriurnrinennunerarnnnnnessnennnnesnnnnrennarneenneennneanna————. 106
Figura 42: Espectro de RMN de H do composto 4-(4-formilfenéxi)-3-metil-1,2,5-
oxadiazol- 2-N-0xido (13) (300 MHZ; DMSO).......ccccuuiiiiiieieeee e 107
Figura 43: Espectro de RMN de 3C do composto 4-(4-formilfendxi)-3-metil-1,2,5-
oxadiazol- 2-N-0xido (13) (75MHZ; DMSOE). «.oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 108
Figura 44: Espectro de RMN H do 4-(4-((2-(2 aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-
3-fenill-1,2,5-oxadiazol-2-0xido (14) (300 MHz, DMSO6) -...eeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeee 111
Figura 45: Espectro de RMN do 4-(4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-
fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (14) (300 MHZ; DMSO(6). «vvevverrrrrieriieiiiiiiiiieieeeenenn 112

Figura 46: Espectro de RMN H do composto4-(4-((2-(4-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-0xido  (15) (300
AV L A I 1Y T SR 114



VI

Figura 47: Espectro de RMN 13C do composto4-(4-((2-(4-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-fenill-1,2,5-oxadiazol-2-6xido (15) (75 MHz,
DY Y ) 115

Figura 48: Espectro de RMN de *H do composto final 3a (300 MHz; DMSOde). ....118
Figura 49: Espectro de RMN de *3C do composto final 3a (300 MHz; DMSOQOds). ...119
Figura 50: Espectro de RMN de *H do composto final 3b (300 MHz; DMSOQgs). .....121
Figura 51: Espectro de RMN de *3C do composto final 3b (300 MHz; DMSOQOds). ...122
Figura 52: Espectro de RMN HSQC do composto 3b (75 MHz DMSOd) .............. 123
Figura 53: Espectro de RMN HMBC do composto 3b (75 MHz DMSQOdé) .............. 124

Figura 54. Espectro de RMN de H do 4-(4-((2-(2-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido ... 127

Figura 55: Espectro RMN de 13C do 4-(4-((2-(2-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido  (16)
(75 MHZ; DIMSOB).- - uuvtrreeeeeeeeeeeaaiiit ettt e e e e e et e e e e e e e e e b e et e e e e e e e bbb e e e e eaeeas 128

Figura 56: Espectro de RMN de H do 4-(4-((2-(4-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido  (17)

(300 MHZ; DIMISOB). - -uuvvrrrerreeaeeaaaaiintireeeeaaeeesaaassseteeeeaaeessaaassssaseeaeeeeeessasnnnnbeeeeeeeens 130
Figura 57: Espectro de RMN C*2 4-(4-((2-(4-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-
(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (17)(75 MHZ DMSOd6) .....cceeeeeiriurrrireennnnnn. 131

Figura 58: Espectro de RMN de H do 4-(4-((2-(4-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido  (4a)
(300 MHZ; DIMSOB). - -uuvvrreereeeeeeaaaaiiistteeeeeae e e s s st e e e e e e e e s e b bs e e e e e e e e e e e annnbbeeeeeaeeas 134

Figura 59: Espectro de RMN de *3C do 4-(4-((2-(4-aminobenzoil) hidrazono) ........ 135
Figura 60: Espectro de RMN de *H do composto final 4b (300 MHz; DMSOQs). .....137
Figura 61: Espectro de RMN de 3C do composto final 4b (75 MHz; DMSOgg). ......138
Figura 62: Espectro de massas de alta resolugdo do composto 4b. ............cc.eeeeee. 139

Figura 63: Espectro de RMN de H do 4-(4-((2-(2-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fendxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido  (18) (300

AV Al 1Y S @ ) 141
Figura 64: Espectro de RMN C!3 44-(4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazono)metil)feno6xi)-3-
metil-1,2,5-oxadiazol-2-N-0xido (18) (75 MHZ DMSO6) ..vvvueeeeeeeeiieiiiiiiiieieeeeeeeeannns 142
Figura 65: Espectro de RMN de H -(4-((2-(3-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-
metil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (19) (300 MHz; DMSO6). eeeeeereeeeeriiiiiieeeeeeeeeeenns 144
Figura 66: Espectro de RMN de *3C -(4-((2-(3-aminobenzoil)hidrazono)metil)fendxi)-
3-metil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (19) (75 MHz; DMSOd6). ....ccevvvvriiiieeeeeeeeeiriinnnnn. 145

Figura 67: Espectro de RMN de *H do composto final 5a (300 MHz; DMSOgg) ...... 148
Figura 68: Espectro de RMN de *3C do composto final 5a (300 MHz; DMSQg).....149
Figura 69: Espectro de RMN de *H do composto final 5b (300 MHz; DMSOgg). .....150
Figura 70.Espectro de RMN de 13C do composto final 5b (300 MHz; DMSOQOge).......151
Figura 71: Espectro de massas de alta resolu¢do do composto 5b ................c...... 152



VI

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Rendimentos e faixa de fusdo das moléculas 14 e 15. ......ccccccvvvvvveveennnnn. 42
Tabela 2.Rendimentos e faixa de fusdo das moléculas 16 € 17. ..........ccoevvvveeeeennnn. 43
Tabela 3.Rendimentos e faixa de fusdo das moléculas 18 € 19. .......ccccevvvvvvveveennnn. 43
Tabela 4.Rendimentos e faixa de fusdo das moléculas 3ae 3b. ........ccceevvvieeennn. 44
Tabela 5.Rendimentos e faixa de fusdo das moléculas 4a e 4b. ......ccccccevvvvvvvveennn.n. 44
Tabela 6.Rendimentos e faixa de fusdo das moléculas 5a e 5b. .........cccccvvveeie. 45
Tabela 7: Comparacéo dos deslocamentos das moléculas 14 e 3a no RMN de 'H e
OSSO OPPRRRO 46
Tabela 8: Comparacdo dos deslocamentos das moléculas 15 e 3b no RMN de 'H e
OSSO OPPRRRO 47
Tabela 9.Comparacédo dos deslocamentos das moléculas 16 e 4a no RMN de 'H e
OSSO OPPRRRO 48
Tabela 10: Comparacéo dos deslocamentos das moléculas 17 e 4b no RMN de H e
OSSO OPPRRRO 49
Tabela 11: Comparacéo dos deslocamentos das moléculas 18 e 5a no RMN de H e
B et e e e e a e e e e e e e e arreeaaareas 50
Tabela 12. Comparacao dos deslocamentos das moléculas 19 e 5b no RMN de H e
O SO OO P PR OPPRRO 51

Tabela 13. Porcentagem de producdo de nitrito pelos compostos na presenca e
auséncia de cisteina £ E.P.M, (NZ=3)......ooouriiiiiii e 53



AF
ADP
ANOVA
CCD
cGMP
DBU
DCM
DMAP
DMF
DMSO-d6
EDC

Hb

HU

IV

LPS
MTT

NO

RMN
THF

TNF-a

LISTA DE ABREVIATURAS

Anemia Falciforme

Difosfato de adenosina
Andlise de Variancia

Cromatografia em camada delgada
Monofosfato ciclico de guanosina
1,8-diazabicicloundec-7-eno
Diclorometano

Dimetilaminopiridina
N-N-dimetilformamida

Dimetilsulfoxido deuterado
Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
Hemoglobina

Hidroxiureia

Espectrofotometria na regido do infravermelho

Lipopolissacarideo

3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina

Oxido nitrico
Ressonancia Magnética Nuclear
Tetrahidrofurano

Fator de necrose tumoral alfa



Dedicatoria
Agradecimentos
Resumo
Abstract

Lista de Figuras
Lista de Tabelas

Lista de Abreviaturas

Introducao

Revisao bibliografica
Objetivos

Material e Métodos
Resultados
Discussao
Conclusbes
Referéncias

Apéndice

SUMARIO

V-VIi

VIl

23

24

41

64

82

84

91



1 INTRODUCAO
A AF é uma das hemoglobinopatias genéticas mais prevalente no mundo

(WEATHERALL, 2008). No Brasil no ano de 2016, foram diagnosticados 1.075
recém-nascidos com a doenca falciforme e 60.418 portadores de traco falciforme,
segundo dados do relatorio anual do Programa Nacional de Triagem Neonatal
(BRASIL, 20186).

A doenca é caracterizada por uma mutacdo no sexto codon do gene da
globina B, na qual ocorre uma troca de uma adenina por uma timina (GAG para
GTG), resultando na substituicdo de um &cido glutamico por valina na cadeia da
globina 3 dando origem a hemoglobina anémala (3%-globina) (BUNN, 1997).

A hemoglobina mutada (HbS) quando desoxigenada favorece a polimerizagao
destas moléculas de HbS levando a alteracbes na estrutura e flexibilidade dos
eritrécitos, promovendo desidratacdo celular, estresse fisico e oxidativo, o que pode
levar a hemolise destas células (STEINBERG, 2006).

A vaso-oclusao é decorrente da obstrucao, principalmente da microcirculacéo,
causada pelas células falciformes e pela maior adesdo das células sanguineas ao
endotélio vascular. Esse quadro pode levar a isquemia e infarto de diversos tecidos
por uma perfusdo tissular inadequada e ainda contribui para as crises dolorosas,
disfuncéo dos 6rgaos, e em alguns casos, morte (MANWANI; FRENETTE, 2013a)

Foi relatado que pacientes com AF apresentam aumento significativo dos
niveis circulantes de algumas citocinas proé-inflamatoérias, dentre elas o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (LANARO et al, 2009). O aumento dos niveis
plasmaticos de TNF-a em pacientes com AF contribui com as crises vaso-oclusivas,

e pode levar ao aparecimento de episédios inflamatorios (CAJADO et al., 2010).
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Assim, compostos que inibam essa citocina poderiam auxiliar na diminuicdo dos
sintomas clinicos da doenca.

Os farmacos talidomida, pomalidomida e lenalidomida s&o imidas
imunomodulatérias com capacidade de reduzir os niveis circulantes de TNF-a.
Estudos de relacdo estrutura quimica versus atividade biolégica mostraram
diferentes potencias para estes farmacos. A pomalidomida, por exemplo, é cerca de
50.000 vezes mais potente que a talidomida na reducdo do TNF-a (CHAULET et al.,
2011; MULLER et al., 1999). Além do controle do processo inflamatorio, estudos
demonstraram que a pomalidomida também foi capaz de induzir a producédo de HbF
em camundongos transgénicos para AF (MEILER et al., 2011).

Até o0 momento, ndo existe um tratamento especifico para AF. Os farmacos
disponiveis auxiliam no tratamento dos sintomas e visam melhorar a qualidade de
vida do paciente. Além da glutamina, aprovada em 2017 como coadjuvante no
tratamento, o Unico farmaco aprovado pela agéncia norte americana Food and Drug
Administration (FDA) é a hidroxiuréia (HU). Este farmaco tem capacidade de
melhorar o fluxo nos vasos sanguineos, reduzir a adesédo celular ao endotélio e
aumentar os niveis de HbF (CHARACHE et al., 1992). Além disso, estudos mostram
que HU pode atuar como fonte exdgena de oxido nitrico (NO) (COKIC et al., 2003;
STEINBERG, 2006).

O NO exerce varios efeitos como, por exemplo, vasodilatacédo, inibicdo da
agregacdo plaguetaria e da expressdo de moléculas de adesdo e estimula a
producdo de hemoglobina fetal (HbF) via guanilato ciclase soluvel (sGC)
aumentando expressdo de globina y em células eritroleucémicas (K562) e

eritroblastos humanos primarios (COKIC et al., 2003; CONRAN et al., 2004).
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O aumento da HbF em pacientes com AF proporciona melhora nos sintomas

clinicos e reduz as necessidades transfusionais e internacdes hospitalares(BAUER,;
ORKIN, 2015; PERRINE; PACE; FALLER, 2014; PLATT, 1994).

Assim, neste trabalho as estruturas foram planejadas visando a acao

sinérgica de modulacédo da biossintese de TNF-a, aumento dos niveis de NO e de

HbF. Esta estratégia representa uma nova abordagem terapéutica e pode ser util

para desenvolvimento de novos compostos para o tratamento da AF.
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7 CONCLUSOES

Até presente momento, foram sintetizados 16 intermediarios sintéticos com
rendimentos variando entre 21% e 75%. Todos os compostos foram caracterizados
por métodos analiticas que sugerem a obtencéo desses compostos. Foram obtidos 6
produtos finais com rendimentos variando entre 13 e 30%.

No ensaio de doacéo de Oxido nitrico foi possivel observar que o mecanismo
de doacdo para todos os compostos é cisteino-dependente, uma vez que na
auséncia deste aminoacido a doacdo foi nula. Os compostos 4a-b apresentaram
maior capacidade de geracao de nitrito entre os compostos da série, com valores
variando entre 28 e 30%.

Os compostos finais 3b, 4b, e 5b foram avaliados quanto a capacidade de
induzir o aumento de producdo de gobina y. O composto 4b foi 0 mais promissor,
aumentando a expressdo de gobina y de maneira comparavel a HU, porém com
menor dose (2,5 uM).

O mecanismo de inducdo de gobina y pelo composto 4b também foi
investigado e aparentemente 0 mesmo atua por um mecanismo diferente da
pomalidomida, uma vez que ndo esta relacionado com BCL11A e IKAROS. Além
disso, os niveis de LRF, um repressor do gene da gobina y independente de
BCL11A, também ndo foram alterados. Estudos envolvendo mecanismos
epigenéticos com histonas foram iniciados, porém os dados néo foram conclusivos.

O composto 4b também foi capaz de aumentar a producdo de GMPc nas

células HUVEC e CD34* em quantidade comparavel a HU, porém em menor dose.
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Adicionalmente, o composto 4b diminuiu significativamente a producdo de TNF-a em
mondocitos estimulados com LPS.

Os resultados obtidos até o presente momento caracterizam o novo composto

4b sintetizados como protétipo potencialmente util ao tratamento da anemia

falciforme.
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