RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacdo sera disponibilizado
somente a partir de 24/07/2020.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas

PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIACAO FARMACOLOGICA
DE NOVOS DERIVADOS FTALIMIDICOS INIBIDORES DE

HISTONA DEACETILASE PARA ANEMIA FALCIFORME

ALINE RENATA PAVAN

ORIENTADOR: Prof. Dr. JEAN LEANDRO DOS SANTOS

ARARAQUARA - SP

2018



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

Planejamento, sintese e avaliagao farmacologica de novos
derivados ftalimidicos inibidores de histona deacetilase para anemia

falciforme

ALINE RENATA PAVAN

Dissertagao apresentada ao Programa de
Po6s-graduagéao em Ciéncias
Farmacéuticas, Area de Pesquisa e
Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos, para obteng¢do do titulo
de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

ORIENTADOR: Prof. Dr. JEAN LEANDRO DOS SANTOS

ARARAQUARA - SP

2018



Ficha Catalografica
Elaborada Por Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacao
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP — Campus de Araraquara

Pavan, Aline Renata
P338p Planejamento, sintese e avaliacdo farmacoldgica de novos derivados
ftalimidicos inibidores de histona deacetilase para anemia falciforme / Aline Renata
Pavan. — Araraquara, 2018
X+ 133 f. :il.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista. “Julio de Mesquita
Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pds Graduagdo em

Ciéncias Farmacéuticas. Area de Pesquisa em Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos.

Orientador: Jean Leandro dos Santos.

1. Anemia falciforme. 2. Histona deacetilase. 3. Hemoglobina fetal. I. Santos,
Jean Leandro dos, orient. Il. Titulo.

CAPES: 40300005




m.m-.‘ﬂ" UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

i
u n e Sp 4(LIO DE MESQUITA FILHO” %ug
Campus de Araraquara i &
ALINE RENATA PAVAN

PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIAGAO FARMACOLOGICA DE NOVOS DERIVADOS
FTALIMIDICOS INIBIDORES DE HISTONA DEACETILASE PARA ANEMIA FALCIFORME

Dissertagdo de mestrado apresentada a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista — UNESP,
Campus de Araraquara como requisito para a obtengéo do fitulo
de Mestre (a) em Ciéncias Farmacéuticas.

Araraquara, 24 de julho de 2018.

BANCA EXAMINADORA

NDRO DOS SANTOS /
Orientador

Lo fﬂ...a I;{;'uq A ﬁu,,f‘m—/’

CHUNG MAN CHIN
Titular

gl-r‘a\{“;x.ﬂ ¥ 1 “.‘q ':F{"QL“Jl_

SIMONE KASHIMA HADDAD
Titular

Faculdade de Cidncias Farmacfuticas - Seclio Técnica de Pés-Graduardo
Rodovia Araraguara Jau km 01 CEP L4A00-903 Araraguara-5p
Tel (16) 3301 6900 fax (16) 33016901  posgrad@fofar. unesp br



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradego aos meus pais, Nadir e Nelson, que sempre me
acompanharam em todas as minhas jornadas e sonhos. Que desde o inicio
lutaram incansavelmente pelo bem estar dos filhos, e para que estes
conseguissem crescer, estudar e ter a oportunidade que eles, meus pais, ndo
tiveram. Sem a bravura e coragem deles nada seria possivel. E sem o apoio e
amor incondicional eu ndo teria chegado até aqui. Palavras nunca serdo
suficientes para agradecer por tudo isso, mas espero um dia conseguir
demonstrar que toda luta valeu a pena e que sempre estejam orgulhosos de tudo

que conquistaremos juntos.

Aos meus irmaos, Paulo e Fernando, pelo apoio incondicional, conselhos e
conversas que fizeram muita diferengca em todo meu caminho. Eu tive de vocés
o carinho de um amigo, o amor de irmao, os conselhos e puxdes de orelha de
pessoas que se importam. Vocés foram meu suporte nos momentos que mais
precisei. Encontrei em vocés o apoio e amor incondicional sem o qual eu nao
teria conseguido seguir em frente sozinha. Vocés foram mais que irmaos, e dizer

apenas ‘obrigada’ seria muito pouco.

Aos meus sobrinhos, Gabriel e Valentina, que me apresentaram o amor
incondicional de tia. Aprendi que é possivel amar alguém de forma inexplicavel
e sem tamanho. E possivel ter o instinto de protecdo de mae e a vontade de
mimar de vo. A alegria que vocés me trazem é um dos suportes que me fazem
querer ser melhor e ajuda-los a serem melhores e crescerem fortes. Ser
madrinha de vocés € uma honra e uma responsabilidade que carrego com muito

orgulho.



Aos amigos e companheiros de laboratério: Thais, Daniela, Rafael (Mobilia),
Diego (Chibinha s2), Gabriel, Beatriz, Gabriela, Guilherme (Gui), Marcella,
Karina, Juliana (Ju), Luiz, Caué, Johnny, Tania e Juliana e todos os outros por
todos os momentos que passamos juntos dentro e fora da faculdade. Por todas
as conversas que resolveram inumeros problemas sintéticos e pessoais. Por
todo apoio e carinho nos momentos dificeis, que todos nds passamos, e que o

suporte de vocés foi essencial. Que o futuro nos reserve muito sucesso!

Agradeco especialmente a Giovana, por todo suporte computacional e
emocional. Por todas as vezes que me socorreu quando precisei, e por toda
paciéncia que teve com meus surtos em época de entrega de projeto, relatério
artigo. As comemoracgdes quando algo dava certo, ou 0 ombro amigo pra me
consolar quando dava errado. Tudo isso me impulsionou a querer cada vez mais.
Me fez querer correr atras pra conquistar cada vez mais. Obrigado por assistir
meus seminarios e me ouvir explicando todas as sinteses. Obrigada por me
ouvir, mesmo quando nao entendia nada do que eu tava falando e, ainda assim,
se demonstrar interessada. Obrigada pelo suporte na defesa e por tudo que fez

e faz por mim sempre!

Ao meu incrivel orientador e incentivador, prof. Dr. Jean Leandro dos Santos,
que confiou em meu trabalho e potencial desde o inicio, e me deu a oportunidade
de realizar este trabalho. Seu exemplo de dedicagdo e amor pela profissdo me

incentivam a continuar nessa ardua carreira.



A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP) por todo conhecimento

oferecido desde minha graduacéao.

A FAPESP e CAPES pelo apoio financeiro para a realizacdo desse
trabalho: processos n® 2015/21252-3, Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de S&o Paulo (FAPESP).



RESUMO

A reativagdo da expressao génica de gama-globina e consequente produgéo
de hemoglobina fetal (HbF) por mecanismos epigenéticos € uma valiosa
intervencao terapéutica na anemia falciforme. Estudos recentes mostram que a
inibicdo da enzima Histona Deacetilase (HDAC), principalmente HDAC-1 e
HDAC-2, mostrou ser uma estratégia promissora em promover o aumento da
expressao génica de gama-globina e a produgao de HbF sem causar alteragao
no ciclo e proliferagao celular. Neste trabalho foram planejadas por modelagem
molecular novos compostos inibidores de HDAC 1 e 2. Os estudos de ancoragem
molecular revelaram a forma como estes compostos interagem com a HDAC-2,
sendo a subunidade N-(2-aminofenil)benzamida responsavel por interagir com o
atomo de zinco presente no sitio ativo. Durante o processo de otimizagdo das
estruturas, os valores de docking score passaram de -9,8 para - 12,3, indicando
melhores interacbes com o receptor. Onze compostos inéditos foram
sintetizados e caracterizados por métodos analiticos. Os estudos enzimaticos
mostraram atividade inibitéria dos novos compostos variaram de 83 a 96% para
HDAC-1, 83 a 94% para HDAC-2 e 82 a-89% para HDAC-3. O composto (22) (4-
(4-aminofenetil)-N-(2-aminofenil)benzamida) foi um dos mais ativos
apresentando, na concentracado de 10 uM, atividade inibitéria contra as HDACs
1 e 2 com valores superiores a 90%. Estes resultados mostram que os
compostos planejados neste trabalho sao potenciais inibidores de HDAC, sendo
a molécula (22) a mais promissora da série, podendo constituir uma nova

alternativa a hidrouxiréia para aumento de HbF.

Palavras chave: anemia falciforme, histona deacetilase, hemoglobina fetal
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ABSTRACT

Reactivation of gamma-globin gene expression and fetal hemoglobin (HbF)
production through epigenetic mechanisms are valuable strategy to sickle cell
anemia treatment. Early studies have demonstrated that histone deacetylase
inhibition, especially HDAC-1 and HDAC-2, is a promising strategy to increase
gamma-globin gene expression and HbF production without alteration in cell
cycle or cell proliferation. At this work it was designed, by molecular modeling,
new compounds HDAc 1 and 2 inhibitors. The molecular modeling studies has
demonstrated how these compounds interacts with HDAC-2, being the subunit
N-(2-aminophenyl)benzamide responsible for interact with the zinc atom of active
site. During the optimization process, the docking score values hava changed
from -9,8 to -12,3, which indicates better interactions with the receptor. It was
synthesized and characterized eleven new compounds. Enzimatic assays have
demonstrated that the enzymatic inhibition of the compounds varied from 83 to
96% against HDAC 1, 83-94% against HDAC 2 and 82-89%
of HDAC 3. Compound (22) (4-(4-aminophenetyl)-N-(2-aminophenyl) benzamide
was one of the most promisor among all compounds. At 10uM it was able to
inhibit HDAC 1 and 2 more than 90%. These data has demonstrated that the
design compounds in this work are potencial inhibitors of HDAC, being molecule

(22) the most promisor and uselful as an alternative fo HbF induction.

Key-words: sickle cell anemia, histone deacetylase, fetal hemoglobin
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1. INTRODUCAO

O termo epigenética refere-se a modificagbes genéticas que dao origem a
alteracgdes reversiveis de fungado e expressdo dos genes, sem modificar sua
sequéncia. Os mecanismos epigenéticos que regem essas modificacbes podem
ser de dois tipos: a) aqueles que modificam diretamente o DNA e; b) aqueles que

modificam a cromatina (1,2).

Entre as modificacbes da cromatina, aquelas envolvendo alteragdes nas
estruturas das histonas apresentam papel importante na regulagcéo do processo
de transcrigdo génica. A cauda das histonas é rica em aminoacidos basicos que
conseguem interagir com o DNA, mantendo-o assim condensado na estrutura do
nucleossomo. Quando as enzimas histona acetiltransferases (HATs) acetilam os
residuos de lisinas presentes na cauda das histonas, a carga positiva desse
aminoacido é neutralizada e a interagao entre a cauda e o DNA fica enfraquecida,
tornando o material genético mais relaxado (3). Dessa forma, as enzimas de
transcricdo conseguem acessar o DNA e promover a transcricdo génica. De
forma contraria, as histonas deacetilases (HDACs) sdo as responsaveis por
retirar os grupamentos acetil da cauda da histona, restabelecendo a carga
positiva do nitrogénio da lisina em pH fisiolégico e, assim, promovendo a
interacao entre a cauda e o DNA. Essa interagao promove o enovelamento do

material genético tornando-o inacessivel aos fatores de transcrigao (3).

Estruturalmente, a HbF é constituida de duas cadeias alfa e duas cadeia gama
(a2y2). O gene da cadeia alfa estédo localizados no cromossomo 16, enquanto os
genes da cadeia gama estao localizados no cromossomo 11. A regulagcédo da

expressao desses genes, cujo silenciamento se inicia logo apds o nascimento,
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ocorre por diversos fatores de transcricao incluindo BCL11A, SOX- 6, FOG,
MYB, KLF1 entre outros (4). Dessa forma, a inibicdo destes fatores de
transcricdo poderiam, em teoria, aumentar a expressédo de gama-globina, e
consequentemente de HbF. . Entretanto, a inibicido de fatores de transcricao &
uma tarefa complicada, sendo que muitos destes fatores sdo esséncias para o
desenvolvimento. Um exemplo é o fator BCL11A. Camundongos knock-out para
BCL11A n&o mostraram viabilidade de desenvolvimento, morrendo na vida fetal.
Por outro lado, a regulacdo de enzimas envolvidas nos mecanismos
epigenéticos, a exemplo da HAT, HDAC e Lisina Demetilase-1 (LSD-1) mostrou-
se mais promissora no aumento de gama-globina e HbF, sendo portanto, alvos

interessantes a serem investigados.

Especificamente, a inibicado da enzima HDAC, tem sido explorada na A.F.,
pois esta estratégia promove o aumento dos niveis de gama-globina e HbF em
humanos, sem que haja alteragdo do ciclo ou proliferagéo celular. Os butiratos,
por exemplo, foram os primeiros inibidores de HDAC desenvolvidos, o fenil
butirato e o butirato de sédio (Figura 1) como os protétipos da classe e inibidores

fracos das HDACSs de classe |.

Atualmente, os butiratos sdo usados na clinica em pacientes falciformes
nao responsivos (ou com contra-indicagdo) a HU. Entretanto, a baixa
biodisponibilidade e a variabilidade nas respostas ao tratamento com esses

compostos limitam seu uso na pratica clinica.
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Figura 1 - Estrutura dos inibidores de HDAC: butirato de sodio e fenil butirato de
sodio.

i ©\/\)OJ\
/\)J\ONa ONa

Butirato de sodio Fenil butirato

Fonte: Proprio autor.

Por isso, o desenvolvimento de novos inibidores de HDAC podem
constituir uma alternativa mais efetiva e segura ao tratamento da AF. Um
interessante estudo avaliando a correlagao entre a inibicdo de diversas HDACs
e 0 aumento de HbF demonstraram que as isoformas HDAC-1 e HDAC-2
parecem ser as principais envolvidas na regulagdo do gene de gama-globina.
Dessa forma, a inibicao seletiva dessas enzimas poderia aumentar a atividade e

diminuir a toxicidade dos compostos (5).

Considerando este contexto, o objetivo deste trabalho foi planejar, sintetizar e
avaliar uma série de compostos desenhados como inibidores de histona
deacetilase (HDACs). Estruturalmente, os inibidores de HADC apresentam: a)
uma subunidade responsavel pela coordenagdo com o zinco (Zn*?) que esta
presente no sitio ativo da enzima; b) uma ‘cabega’ (cap) responsavel pela
interagdo com a superficie externa da HDAC; e ¢) um agente espacador (linker)
unindo as duas subunidades — geralmente de carater hidrofébico (6). Neste
trabalho, selecionamos a subunidade N-(2-aminofenil)benzamida como aquela
responsavel pela interagdo com o zinco presente no sitio ativo da enzima.
Estudos de relagc&o-estrutura atividade demonstraram que a subunidade N-(2-
aminofenil)benzamida confere maior seletividade as HDACs de classe 1, onde

se encontram HDAC 1-3 e -8. Em nosso estudo, utilizamos na regido ‘cap’ a
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subunidade ftalimidica e/ou 2-aminoftalimidica a fim de contribuir com as

interacoes da superficie externa da HDAC .

A selecdo das subunidades ftalimidica e/ou 2-aminoftalimidica levou em
consideragao dois aspectos: a) boa interagcao desses grupos com a superficie
externa, efeito avaliado através de estudos de modelagem molecular; b)
atividade antinflamatoéria dos derivados ftalimidicos devido a inibigdo do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) conferido pela presenca dessa subunidade; e c)
contribuicdo dessas subunidades com o efeito de farmacos como a talidomida e
pomalidomida, reconhecidamente, capazes de aumentar os niveis de HbF. Ja
os espacadores foram explorados visando conferir a distdncia adequada entre

ambas subunidades.

Esperou-se assim, a partir deste planejamento, obter novos candidatos a
farmacos para tratamento da anemia falciforme (AF) que constituissem uma

alternativa terapéutica ao tratamento atual com HU.
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