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SICKLE CELL DISEASE: CHALLENGES AND ADVANCES IN DRUG DISCOVERY. Sickle Cell Disease (SCD) is a disease
characterized by a punctual mutation (GTG - GAG) in the sixth codon of the gamma globin gene leading to a substitution of glutamic
acid by a valine in the B chain of hemoglobin. Despite the huge progress on the molecular knowledge of the disease in recent years,

few therapeutic resources were developed. Currently, the treatment is mainly done with the anticancer agent hydroxyurea. This review

summarizes current knowledge about possible targets and new approaches to the discovery new compounds to treat the symptoms

of SCD.
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INTRODUCAO

As hemidcias, também denominadas eritrocitos ou glébulos
vermelhos, sdo células com formato de disco biconcavo, anucleadas
presentes no sangue. Produzidas na medula 6ssea, vivem aproxima-
damente 120 dias e sdo constituidas por moléculas de hemoglobina
(Hb), cuja principal fungdo € transportar oxigénio e gis carbdnico
aos tecidos.! A molécula de Hb € um tetrimero constituido por duas
subunidades de cadeias globinicas, cada qual ligada a um grupo heme
(Figura 1). Este € constituido pela protoporfirina IX (anel porfirinico)
ligada a um dtomo de ferro central (Fe*?), responsével pela ligacdo
com oxigénio.>?
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Figura 1. Representagdo esquemdtica da hemdcia, hemoglobina e grupo heme

As hemoglobinas sdo diferenciadas de acordo com a constitui¢ao
das cadeias globinicas. Os tipos mais comuns sdo: hemoglobina A
(HbA) constituida por duas cadeias alfa (ot) e duas cadeias beta (3)
(0,B,), é a Hb predominante e representa cerca de 96% das moléculas
totais de Hb em individuos sadios; hemoglobina A, (HbA,) consti-
tuida de duas cadeias alfa (o) e duas cadeias delta (3) (0,9,). Essas
cadeias delta sdo sintetizadas a partir do primeiro trimestre apds o
nascimento e representam cerca de 2,5-3% das hemoglobinas em
individuos sadios; hemoglobina fetal (HbF), presente na vida fetal,
¢ constituida por duas cadeias alfa (o) e duas cadeias gama () (0.,Y,)
e apresenta niveis diminuidos na vida adulta.*

Na anemia falciforme (AF) hd presenga de hemoglobina S (HbS)
que, como a HbA, € constituida por duas cadeias alfa e duas beta
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(o.,B,). Entretanto, devido a uma mutagio pontual (GTG — GAG)
no sexto cddon do gene da 3 globina ocorre substitui¢do de um dcido
glutamico por uma valina. Essa modificacio faz com que em estados
de baixos niveis de oxigénio haja exposicdo do residuo hidréfico
BVal6 que interage com BPhe85 e BLeu88 do grupo heme de outra
molécula de HbS. Essa interagdo promove a polimerizag¢do das mo-
léculas de HbS, provocando alteragdes morfoldgicas na estrutura dos
eritrécitos, que culminam na deformagao das células, que passam a
adquirir forma de foice. Em determinadas situagdes, os polimeros
formados podem lesar a estrutura da membrana do eritrécito levando
aum fendmeno conhecido como hemdlise. A diminuigdo do nimero
de eritrécitos pela hemdlise causa o quadro de anemia, presente nos
pacientes falcémicos.’

Durante a hemdlise hd extravasamento do conteido citoplasma-
tico do eritrécito e liberagdo de Hb e arginase. Esta enzima € a res-
ponsdvel pela conversdo da arginina em ornitina e ureia, diminuindo
a concentracdo plasmadtica de arginina, que atuaria como substrato
da enzima 6xido nitrico sintase endotelial para produ¢do de 6xido
nitrico (NO).®* A Hb liberada contendo grupo heme também pode
sequestrar o NO endotelial, diminuindo os niveis fisiol6gicos deste.
A deficiéncia de NO induzida pela hemdlise tem sido associada a
diversas manifestagdes clinicas da doenga como, por exemplo, hiper-
tensdo pulmonar, priapismo, dlcera de pernas e infarto.” Além disso,
a diminuicdo dos niveis de NO contribui para o carater vasoconstritor
do paciente falciforme e instalagdo do processo vaso-oclusivo.?

A vaso-oclusdo € a caracteristica mais marcante da doenga,
responsdvel por grande parte das complica¢des agudas e cronicas.
E caracterizada por um aumento da adesdo de células sanguineas ao
endotélio vascular, o que bloqueia a circulacdo nos microcapilares,
levando alguns tecidos ao infarto (Figura 2). Na AF os eritrdcitos
contendo HbS apresentam ades@o 2 a 10 vezes maior ao endotélio
vascular que os eritrocitos de individuos sadios.’ A adesado de leuco-
citos ao endotélio com formacdo de agregados heterocelulares (leu-
cocitos e células falcémicas) também contribui para essa obstrugao,
resultando em hipdxia local, aumento da formagdo de polimeros
de HbS e propagagao da oclusdo da vasculatura adjacente.'®!" Tem
sido relatado que o aumento do niimero de leucdcitos em individuos
falciformes aumentaria a probabilidade de mortes, principalmente
associadas ao infarto."

O paciente falciforme comumente apresenta um quadro inflama-
torio crénico inicialmente disparado pela injuiria constante causada
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Figura 2. Representagdo esquemdtica do processo de vaso-oclusdo

pelas células falciformes e agregados celulares a parede do endotélio
vascular. Neste processo inflamatério cronico a participagdo das
citocinas pré-inflamatdrias tem um papel importante na propagacio
e manutencdo do quadro contribuindo, por exemplo, com o0 aumento
na expressao de moléculas de adesdo que, em ultima instancia, agra-
va 0 processo vaso-oclusivo.!® Entre as citocinas pré-inflamatdrias
destacam-se as interleucinas (IL) (IL-1f, IL-6, IL-8) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-o).'

Todos esses fatores associados contribuem com os principais
eventos agudos que ocorrem na AF como sindrome tordcica aguda,
infarto esplénico, hipertensdo pulmonar, retinopatia, priapismo,
sindrome respiratdria aguda, sequestro esplénico e dor, diminuindo
a qualidade e a expectativa de vida dos portadores da doenca.

A doenga apresenta alta incidéncia nos paises africanos e diversos
estudos tém associado o surgimento desta como forma de resisténcia
a infec¢@o por maldria, ja que € sabido que ha diminuigdo da invasdo
e desenvolvimento do plasmédio na célula falciforme. Atualmente,
a AF € a doenca hematoldgica hereditdria mais comum, altamente
disseminada por conta da miscigenacdo racial, ocorrendo principal-
mente entre afro-descendentes. Nos Estados Unidos acomete 1 em
cada 350 recém-nascidos afro-americanos por ano e cerca de 72.000
no total."® J4 no Brasil, a incidéncia de AF entre os diferentes estados
brasileiros € diferente, por exemplo, € estimado na Bahia 1 caso a cada
650 recém-nascidos, enquanto no Rio Grande do Sul esta incidéncia
¢ de 1 caso a cada 10.000 recém-nascidos. Dados do Ministério da
Sauide permitem estimar que o nimero de casos de portadores da
doenga alcance cerca de 25.000-30.000 individuos, e que o nimero
de novos casos por ano seja cerca de 3.500, entretanto, devido a falta
de dados mais robustos estes nimeros podem ser subestimados.!'®!”

A AF pode ser considerada uma doenga negligenciada e sua
face mais cruel € a falta de recursos terapéuticos para o tratamento.'®
Atualmente, o inico fairmaco aprovado pela agéncia norte-americana
Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da doencga é
o antineopldsico hidroxiureia (HU). A despeito dos efeitos benéficos,
o uso deste farmaco tem sido associado a alguns efeitos deletérios que
dificultam seu uso seguro.'® Também € sabido que grande ndmero de
pacientes ndo sio responsivos ao tratamento com HU ou, ainda, que
aeficdcia do farmaco diminuiu ou até mesmo se extinguiu apds trata-
mento cronico.?’ Nesse contexto, € urgente a busca de novas moléculas
que constituam uma alternativa ao tratamento dos sintomas da AF.

Esta revisao resume os conhecimentos atuais sobre possiveis alvos
e as abordagens para a descoberta de novas moléculas para tratar os
sintomas de AF. A luz do planejamento de firmacos baseados nas
estratégias de modificagdo molecular serdo apresentadas substancias
que induzem a produgdo de Hb fetal; modificam a estrutura da HbS;
previnem a desidratagdo dos eritrécitos; diminuem a sobrecarga de
ferro por quelacio; aumentam a biodisponibilidade de NO e, modifi-
cam as propriedades reoldgicas do sangue. Serdo apresentados alguns

Quim. Nova

medicamentos fitoterdpicos disponiveis e estratégias envolvendo
transplante de células-tronco e terapias génicas.

MOLECULAS INDUTORAS DE HEMOGLOBINA FETAL

Desde a década de 50, uma série de estudos foi relatada demons-
trando que adultos e criangas portadores de AF com altos niveis de
HDF apresentavam sintomas menos severos da doenga.?'*? Niveis de
HbF superiores a 20% foram associados com redugdo de sintomas
clinicos.” Esse efeito benéfico ocorre porque diferentemente de HbS,
a HbF ndo sofre polimerizacdo. Assim, o aumento da concentragdo de
HbF previne a primeira etapa do processo fisiopatolégico da doenga
e constitui uma abordagem terap€utica importante para prevenir as
complicacdes da doenca. Entre os agentes indutores de HbF podem ser
citados, como exemplos, andlogos de nucleosideo com propriedades
inibidoras da DNA metiltransferase (5-azacitidina e decitabina), de-
rivados de dcido butirico, inibidores de histona deacetilase e agentes
citotoxicos (HU).

Ap6s o nascimento, a metilagdo do gene de y globina pela enzima
DNA metil-transferase promove o silenciamento deste, diminuindo a
produgdo de HbF. Farmacos como 5-azacitidina (1) e decitabina (2)
que atuam inibindo esta enzima constituem uma importante estratégia
a fim de aumentar a produc@o de HbF (Figura 3).%*
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Figura 3. Estruturas quimicas de algumas moléculas indutoras da sintese
de hemoglobina fetal

A 5-azacitidina (1) foi uma das primeiras substancias a demons-
trar capacidade de promover aumento na sintese de HbF, em maca-
cos. Este mesmo efeito foi posteriormente confirmado em humanos
voluntdrios que, apés tratamento por 5 dias com uma dose de 2 mg/
kg/dia, apresentaram aumento de HbF de 22%.>>% Entretanto, a
despeito dos efeitos benéficos seu uso foi descontinuado devido a
efeitos deletérios graves como leucopenia, trombopenia, citopenia e
potencial mutagénico induzido pelo firmaco.”

A 5-Aza-2’-deoxicitidina (decitabina) (2) € um andlogo de pirimi-
dina inibidor da enzima metil-transferase, que apresentou capacidade
em induzir de maneira similar a 5-azacitidina a producdo de HbF in
vitro e in vivo.”® Estudos demonstraram que a decitabina (2) apre-
senta menor toxicidade e menor risco na inducio de tumores que a
5-azacitidina (1).% A decitabina (2) pode ser usada como alternativa
ou em conjunto com HU em pacientes ndo responsivos (Figura 3).

Acidos graxos de cadeia curta, como dcido butirico e derivados,
mostraram-se Uteis no tratamento de AF por possuirem a capacidade
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de induzir in vitro e in vivo a produgdo de HbF.*® Estas moléculas
inibem a histona deacetilase e promovem aumento na acetilacio
génica, afetando a estrutura da cromatina e a taxa de transcrigdo
génica de y globina, aumentando a producdo de HbF. Entretanto,
exposicdes prolongadas ao butirato diminuem a producdo de HbF,
devido a efeitos antiproliferativos cumulativos.*!

Acido butirico e derivados apresentam problemas farmacociné-
ticos, como baixa absorcéo e meia-vida. Este inconveniente pode ser
solucionado utilizando-se estratégias de modificagdo molecular como,
por exemplo, a latenciacdo. A conversdo da funcdo 4cido carboxilico
presente no dcido butirico em €steres tem permitido a obteng@o de mo-
1éculas com maior coeficiente de parti¢do e absor¢ao oral. Nudelman
e colaboradores sintetizaram pré-farmaco butilideno butirato (3) que,
ap0s biotransformacio in vivo, é convertido em duas moléculas de
dcido butirico e uma molécula de butiraldeido® (Figura 3).

Derivados como o fenilbutirato de sédio (4), administrados por
via oral, também induzem a producio de HbF; entretanto, em uso
prologando, tem sido relatada auséncia de eficicia dessas substancias
devido ao desenvolvimento de tolerdncia.*

A talidomida (5), usada na década de 60 como farmaco hipnético
e sedativo, foi retirada do mercado por causar efeitos teratogénicos.
Na década de 90, o fdrmaco ressurgiu devido ass suas propriedades
imunomoduladoras e anti-inflamatdrias decorrentes da inibi¢do
do TNF-0..3*% No sistema hematoldgico, o farmaco estimula a
eritropoiese em pacientes com mieloma multiplo e pode induzir a
expressdo génica de y globina de maneira dose-dependente.***” Esse
tltimo efeito estd relacionado a capacidade da talidomida de aumentar
a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que regulam a
expressao de diversos genes, afetando em uma tltima etapa as vias de
sinalizac@o, por modificar fatores de transcri¢do ou proteinas quinases.
Especificamente, tem sido proposto que a talidomida atua na via de
sinalizacdo p38 MAPK e acetilacdo histona H4.*

A lenalidomida (6) e a pomalidomida (7) sdo imunomoduladores
derivados da talidomida que também apresentam capacidade em
induzir in vitro e in vivo a sintese de HbF (Figura 3). A pomalido-
mida (7) é mais potente que a lenalidomida (6) e se obtém efeito
sinérgico quando estes farmacos sdo combinados com hidroxiureia.
Tem sido proposto que a pomalidomida (7) regula a sintese de HbF
por modificar a estrutura da cromatina, resultado da acetilagdo da
histona H3.% Esses efeitos combinados com as propriedades anti-
-inflamatérias decorrentes da inibi¢do de TNF-o. podem prevenir
algumas complicacdes clinicas associadas com a AF.

Ainda que haja muitas substancias com propriedades em indu-
zir a producdo de HbF, até o momento, nenhum apresentou uma
combinagdo que garanta seguranca, eficicia e conveniéncia no uso.
Assim, € importante a busca de novas moléculas que atuem por esse
mecanismo sem apresentar toxicidade. Atualmente, o tinico fdrmaco
disponivel para o tratamento da AF € a HU (8) (Figura 3).

A HU (8) é um hidroxicarbamato inibidor seletivo da sintese de
ribonucleotideo difosfato redutase, enzima necessaria na conversao de
ribonucleotideos difosfatados em deoxiribonucleotideos difosfatados.
Assim, HU impede que as células saiam da fase G1/S do ciclo celular.
E usada principalmente em neoplasias do sistema hematopoiético
como, por exemplo, na leucemia mieloide cronica.***!

Os estudos clinicos para avaliar a eficacia de HU (8) na AF
iniciaram na década de 90 e demonstraram a eficdcia do farmaco
em aumentar os niveis de HbF e reduzir o nimero de internagdes.
Steinberg e colaboradores avaliaram durante 9 anos pacientes sob
tratamento com HU (8) e apontaram uma reducio significativa de
40% no nimero de mortes.*

Acredita-se que os efeitos benéficos da HU (8) decorreriam em
parte de sua capacidade, apds metabolizacdo, de ser biotransforma-
da em NO, sendo este tltimo o principal responsavel pelos efeitos
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benéficos de HU. O aumento dos niveis de NO pelo tratamento com
HU (8) contribui de forma significativa auxiliando nos casos de vaso-
-oclusdo, pois hd diminuicio da expressdao de moléculas de adesdo
ao endotélio vascular e inibicdo da agregacdo plaquetdria, mantendo
o0 equilibrio homeostdtico vascular.* Além disso, o NO estimula a
producdo de HbF através da via de guanilato ciclase solivel (GCs)
induzindo a expressdo de RNAm v globina e aumentando os niveis
de HbF em células eritroleucémicas K562 e células progénitoras
humanas.*

Nem todos os pacientes usudrios de HU (8) sdo responsivos ao
tratamento. Em muitos casos, o efeito benéfico do tratamento crd-
nico se reduz ou mesmo se extingue apds determinados periodos,
necessitando doses cada vez mais elevadas, aumentando o risco de
toxicidade.”® Além disso, o tratamento com HU (8) pode causar alguns
efeitos deletérios como mielossupressao, lesdes ulcerativas dos mem-
bros inferiores, hiperpigmentagao e, em alguns casos, o0 uso cronico
tem sido associado com o desenvolvimento de cancer.'**# Diversos
estudos relatados na literatura demonstram o potencial mutagénico,
teratogénico e carcinogénico de HU (8).4"! Entretanto, a redugio
na mortalidade e morbidade de pacientes tratados com HU (8) &
fato inquestiondvel e justifica a utilizacdo deste farmaco na terapia
ja que ndo h4, até o presente momento, outra op¢ao terapéutica mais
segura e eficaz.

MOLECULAS MODIFICADORAS DA ESTRUTURA DA
HEMOGLOBINA S

H4 alguns relatos na literatura demonstrando a potencialidade
de algumas moléculas em modificar quimicamente a Hb, reduzindo
o processo de polimerizacdo. As moléculas modificadoras de HbS
podem ser classificadas, de acordo com o tipo de ligacdo que realizam,
em covalentes e ndo covalentes.

Os modificadores ndo covalentes apresentam aplicacdo limitada e
muitos ndo modificam a afinidade da Hb pelo oxigénio. Entre os modi-
ficadores ndo covalentes pode-se citar: ureia, butilureia, I-fenilalanina,
citrato de cetiedil, guanidina e solventes como dimetilformamida,
etanol, 1,4-dioxano, acetona e dimetilsulfoxido.>

Os modificadores covalentes constituem um grupo de moléculas
ndo estruturalmente relacionadas e que diferem entre si pelo tipo da
ligagdo e o local exato de interacdo com Hb. Tém sido propostos dois
mecanismos pelos quais estes agentes diminuem a modificagdo do
eritrécito a forma de foice: aumento da afinidade pelo oxigénio e/
ou aumento da solubilidade de HbS.> Para o planejamento de novas
moléculas desta classe os dois principais fatores a ser considerados sdo
seletividade de acdo e reatividade quimica das substancias. Entre os
modificadores covalentes se podem citar: clofibrato (9), benzafibrato
(10) e andlogos (11-13), isotiocianatos (14) e algumas substancias
contendo a funcio aldeido (15-17) (Figuras 4 e 5).

COOH

Clﬂjoﬁm CI /Oiﬁ A

9) (10)

derivados ureidicos

H H
N AN R=23,4-Cl (11)
| T R =35-Cl (12)
pee o g  R=345CI(13)
HOOC

Figura 4. Estruturas quimicas da clofibrato (9), benzafibrato (10) e derivados
ureidicos (11-13)
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Figura 5. Estruturas quimicas do derivado de isotiocianato (14) e dos deri-
vados aldeidicos (15-17)

Os antilipémicos clofibrato (9) e benzafibrato (10) demons-
traram capacidade de modificar o equilibrio alostérico de Hb para
estado de maior afinidade ao oxigénio ligando-se a sitios especificos
na cavidade central de Hb.>* Sabe-se que a substituicdo do cloro
na posi¢do 4 (benzafibrato) por hidrogénio aumenta a atividade
devido a uma diminui¢@o na repulsao estérica entre 4-cloro presente
no benzafibrato (10) e o sistema aromatico da fenila na posi¢do
36 da cadeia oo da Hb.*® Moléculas ureidicas (11-13) obtidas por
processo de simplificacdo molecular foram sintetizadas a partir do
protdtipo benzafibrato (10) (Figura 4). A avaliagdo farmacolégica
dessas moléculas permitiu revelar que a presenga do substituinte
cloro aumenta a poténcia de acordo com a substitui¢do em ordem
crescente: meta>para>orto. Na série dissubstituida, o 3,5-dicloro
foi considerado o mais potente e na série trissubstituida, o derivado
3,4,5-tricloro. Embora as moléculas tenham apresentado atividade
superior ao benzafibrato (10) seu uso € limitado devido a inatividade
na presenga de albumina.®

Apés atravessarem a membrana dos eritrécitos, os derivados
isotiocianatos podem alterar a solubilidade da HbS, aumentar a
afinidade de HbS pelo oxigénio e inibir a polimerizacdo de HbS
no estado desoxi. Do ponto de vista mecanistico, propde-se que a
presenca de grupos catidnicos oriundos do derivado isotiocianato
(14) préximo ao residuo Cysp93 e o deslocamento da cadeia imi-
dazdlica Hisp146 propiciam mudangas eletrostéticas, dificultando
a interagdo entre as cadeias 3 de HbS, evitando a polimerizagéo
(Figura 5). Além disso, € relatado que isotiocianatos acoplados a
grupos alifdticos reagem com CysB93 na cadeia B, enquanto iso-
ticianatos acoplados com grupos aromaticos reagem com a cadeia
o quando, em ambas as condicdes, estas substancias reagem em
condicdes estequiométricas com HbS.%’

Algumas moléculas contendo a funcdo aldeido apresentam
aplicacdo no tratamento da AF, devido a capacidade dessa funcdo
organica reagir com Hb formando adutos (base Schiff). A vanilina
(15), usada como flavorizante na inddstria alimenticia, diminui a
polimeriza¢do de HbS por se ligar a dois diferentes sitios (sitios
1 — préximos a residuos de otHis103, aCys104 e BGIn131; e sitios
2 — préximos a residuos de BHis116 e BHis117). Entretanto, devido
a labilidade metabdlica, o formaco ndo pode ser administrado por via
oral. Estratégias de modifica¢do molecular usando a latenciacio tém
sido realizadas a fim de alterar as propriedades farmacocinéticas da
vanilina para melhorar a absorgdo oral. %

Aldeidos heterociclicos como furfural (16), 5-metil-furfural,
S-etil-furfural e 5-hidroximetil-furfural (17) sdo moléculas que au-
mentam a afinidade da Hb pelo oxigénio, inibindo a polimerizacio
(Figura5). O 5-hidroximetil-furfural (17) apresenta baixa toxicidade
e € cerca de 3,5 vezes mais potente que a vanilina (15) em inibir a
polimerizagdo.” Entretanto, devido a caracteristicas como a baixa
disponibilidade oral e necessidade de altas doses, seu uso no trata-
mento da AF € limitado.
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MOLECULAS QUE AUMENTAM A
BIODISPONIBILIDADE DE OXIDO NiTRICO

A hemolise nos individuos com AF promove a liberagdo de
arginase e Hb, reduzindo a concentra¢do de NO e promovendo um
“carater vasoconstritor” que culmina na instalagdo de processos
vaso-oclusivos. O NO tem um papel fundamental na manutencio do
equilibrio hemodinamico e, entre diversas acdes, promove vasodila-
tacdo, diminui a agregacdo de plaquetas, reduz a ativacdo endotelial,
diminui a ades@o de neutréflos e o ndmero de receptores de adesao
do endotélio vascular.®*! Além disso, o0 NO é um dos mediadores
da inducido da expressdo génica de y globina, um dos mecanismos
responsdveis pelo efeito benéfico da hidroxiureia.®*¢

Considerando que mais da metade dos pacientes com AF apre-
sentam disfuncéo endotelial gerada pela diminuig¢ao local da concen-
tracdo de NO, a terapia que visa aumentar os niveis de NO constitui
uma alternativa importante para redu¢@o das complicagdes da doenca.
Tem sido relatado que a inalagdo do gds apresenta aplicacdo para
diminuicdo da sindrome tordcica aguda, complicagdo frequente nos
portadores da doenca.* Entretanto, o uso do gds 6xido nitrico apre-
senta uma série de limitacdes que incluem preco elevado e dificuldade
de manipulacdo, exigindo uso restrito ao ambiente hospitalar.

Tém sido desenvolvidas alternativas na busca de substincias
que aumentem a biodisponibilidade de NO. O uso de nitrito de
sodio nebulizado demonstrou reduzir, em modelo animal, a pressao
pulmonar devido a capacidade desta substancia atuar como fonte
exégena de NO.%

Santos e colaboradores relataram a obteng¢ao de moléculas hibri-
das (18-19) derivadas da talidomida contendo uma subunidade éster
de nitrato organico como doadora de NO (Figura 6). As substancias
(18-19) demonstraram propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias
reduzindo in vivo a expressdo e sintese de citocinas pré-inflamatérias e
capacidade de doagdo de NO. Ademais, as substancias (18-19) foram
capazes de induzir in vitro a expressdo génica da cadeia de y globina,
constituinte da HbF. Estudos de toxicidade demonstraram auséncia de
efeito mutagénico e menor genotoxicidade das substancias (18-19)
em relagdo a HU.%68
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Figura 6. Estruturas quimicas dos doadores de NO: ésteres de nitrato orgdnico
(18-19) e derivados furoxanicos (20-21)

Baseado no conhecimento de que nitratos organicos podem
provocar efeitos indesejados, como hipotensdo e dor de cabeca, e
promover o desenvolvimento de tolerancia Santos e colaboradores
desenvolveram outra série de derivados hibridos em que a subunidade
doadora de NO foi substituida pelo furoxano (20-21) (Figura 6). As
novas moléculas obtidas (20-21) demonstraram atividade analgésica
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e anti-inflamatdria com perfil diferenciado na doacéo de 6xido. Além
disso, essas moléculas (20-21) demonstraram capacidade em induzir
in vitro a expressdo génica de y globina.'”%8¢

Outra estratégia para aumentar os niveis de NO seria a suplemen-
tagdo de portadores de AF com arginina. Fisiologicamente, a arginina
¢é metabolizada pela arginase em NO e citrulina. Como os niveis de
arginina se encontram diminuidos em portadores da doenga, apresen-
tando queda ainda mais acentuada durante as crises vaso-oclusivas,
a suplementagio poderia funcionar como estratégia terapéutica.’”®”!
Animais transgénicos suplementados com arginina apresentaram
diminui¢do na densidade dos eritrécitos.”” Curiosamente, estudos
de fase II com criangas ndo demonstraram aumento nos niveis de
arginina ou mudangas nos niveis de NO.”

Outras propostas tém sido descritas na literatura como, por
exemplo, o uso de pré-eréteis ou de estatinas. O farmaco sildenafila,
usado no tratamento de disfun¢d@o erétil e hipertensdo pulmonar, ¢
inibidor da enzima fosfodiesterase 5, responsdvel pela degradacdo
do GMPc. Considerando o papel do GMPc na indu¢ao da producao
de HDbF, essa estratégia parece ser interessante do ponto de vista me-
canistico.”” Entretanto, € importante considerar que em individuos
do sexo masculino hd possibilidade de se agravar o priapismo. As
estatinas alteram o metabolismo do NO, promovendo diminui¢do na
reatividade vascular em pacientes com AF. Os farmacos diminuem a
inflamacg@o vascular endotelial e provocam a diminuicdo de fatores
ativadores de plaquetas na superficie endotelial.”®

MOLECULAS USADAS NA PREVENCAO DA
DESIDRATACAO DOS ERITROCITOS

A polimerizacao das moléculas de Hb estd diretamente relacionada
com o processo hidrataciio/desidratacio do eritrocito. Em estados de
desidrataciio, hd diminuicdo do volume e aumento da concentragdo
intracelular de Hb favorecendo o processo de polimerizagdo. A manu-
tengdo do equilibrio osmético, a diminui¢@o na concentraco intrace-
lular de HbS e o bloqueio de transportadores idnicos de membrana sdo
algumas das possibilidades de intervengao para prevenir a desidratacao
dos eritrdcitos. Dentre essas estratégias, o bloqueio de transportadores
i0nicos tem sido a mais explorada. Dois mecanismos de regulagido
catidnica do eritrdcito foram identificados: via cotransporte K-CI e
os canais de potdssio ativados por célcio (canais de Gardos)."* No
primeiro tipo de transporte, a saida de potdssio ocasiona movimento
concomitante de fons cloreto e dgua promovendo desequilibrio os-
motico, que culmina em polimerizacdo e hemdlise.” A atividade do
cotransporte K-Cl estd aumentada no eritrdcito devido ao aumento da
expressdo da proteina KCCI, responsdvel pela extrusdo do potdssio e
cloreto. Durante a falcizac@o, héd reducdo do conteudo intracelular de
Mg*? devido a troca Na*-Mg*2. Tem sido proposto que o aumento da
concentragdo de Mg*? , por suplementacao, poderia inibir a atividade do
cotransporte K-Cl reduzindo a desidratacdo em pacientes com AE.8"

Nos canais de potdssio ativados por célcio (canais de Gardos)
a entrada de cdlcio decorrente da formagdo de polimeros ativa o
transportador, promovendo a desidratagdo do eritrécito.®” Os canais
de Gardos séo ativados por alguns metais divalentes Ca*?, Pb*?, Cd*?,
Sr2 e Ba*?, alguns nucleotideos e calmodulina e inibidos por diver-
sas substancias como, por exemplo, cetiedil, nifedipino, fendilina,
benpridil, benciclano, anestésicos volateis (halotano, isoflurano),
clotrimazol e senicapoc.?? Destacaremos a atividade de dois inibi-
dores - cetiedil e clotrimazol.

O cetiedil € um farmaco analgésico, antiespasmoddico, anéstesico
local e vasodilatador com importante aplica¢do na AF, devido a capa-
cidade que o farmaco possui de alterar a permeabilidade da membrana
do eritrdcito aos fons potdssio e cdlcio.®® O farmaco ndo altera a
afinidade pelo oxigénio nem a solubilidade da desoxi-hemoglobina
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S. Ensaios com humanos demonstraram eficicia e poucos efeitos
adversos.3#

O clotrimazol (22) € potente inibidor dos canais de potdssio
ativados por cdlcio presentes nos eritrdcitos falciformes (Figura 7).
Estudos in vitro e in vivo demonstraram que ap6s inibi¢ao dos canais
de Gardos pelo clotrimazol ha aumento do contetido de potdssio intra-
eritrocitario, impedindo o processo de desidratacdo. Estruturalmente,
tem sido relatado que a subunidade imidazdlica, associada com alguns
efeitos adversos do clotrimazol (22) como, por exemplo, a inibicio
das enzimas do complexo do citocromo P450, pode ser suprimida
sem que haja perda da atividade de inibi¢do dos canais de Gardos.**’

(22) (23)

Figura 7. Estruturas quimicas do clotrimazol (22) e senicapoc (23)

O senicapoc (ICA-17043) (23) apresenta atividades in vitro e in
vivo superiores ao clotrimazol (22) (Figura 7). A presenca dos dtomos
de fldor na posi¢do para diminui as reagdes metabdlicas e aumenta a
meia-vida da substancia. Estudos usando animais transgénicos, tratados
por 21 dias com 10 mg/kg (duas vezes ao dia), demonstraram inibi¢do
de 90% dos canais de Gardos e aumento no contetido de potdssio do
eritrécito, diminuindo o processo de desidratag@o. Apesar da reducdo da
hemélise, o senicapoc (23) néo foi capaz de diminuir as crises dolorosas
agudas em estudos de fase ITI, por isso seu estudo foi descontinuado.®**

MOLECULAS USADAS NA SOBRECARGA DE FERRO
(AGENTES QUELANTES)

Transfusdes sanguineas sido frequentemente recomendadas a
pacientes falciformes.”*> Apds sucessivas transfusdes sanguineas,
entretanto, hd acimulo de ferro que se deposita em 6rgdos como
figado e coracdo. Este metal catalisa reagdes oxidativas e favorece
a formacgao de espécies reativas de oxigénio responsaveis pela lesdo
de diversos 6rgaos.”

A terapia usando agentes quelantes diminui os niveis de ferro
extra e intracelulares, o ferro ndo ligado a transferrina fora das cé-
lulas e a sobrecarga de ferro na forma de ferritina e hemossiderina
depositada nos diferentes compartimentos do organismo.* Os agentes
quelantes podem ser classificados em trés grupos principais de acordo
com o modo de interagdo com o dtomo de ferro: hexadentados (1:1),
tridentados (2:1) e bidentados (3:1).

Abordaremos nessa revisao os exemplos mais utilizados para que-
lacdo de ferro de cada um dos grupos principais, com destaque para
desferrioxamina (24) (hexadentado), deferiprona (26) (bidentado) e
deferasirox (27) (tridentado) (Figura 8).

A desferrioxamina (24), introduzida na terap&utica em 1963, é
um agente quelante hexadentado usado para diminuir sobrecarga de
ferro. O farmaco apresenta alta afinidade pelo ferro (III) formando
um complexo estdvel na proporcdo 1:1. Do ponto de vista farmaco-
cinético, a desferrioxamina (24) apresenta algumas desvantagens,
como baixa absorcdo oral exigindo administra¢do intravenosa ou
subcutinea.®” Essa desvantagem gera um impacto negativo na adesao
aterapia com este agente quelante, sendo necessaria a busca de novas
alternativas de agentes quelantes disponiveis por via oral.

Na tentativa de melhorar a biodisponibilidade da desferrioxamina
(24) alguns andlogos foram preparados com objetivo de aumentar o
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Figura 8. Estruturas quimicas de alguns agentes quelantes de ferro (24-27)

coeficiente de particiio do farmaco. A presenca do grupo amino ter-
minal na desferrioxamina (24) nao contribui com a coordenacdo do
atomo de ferro e ainda diminui a lipofilicidade, devido a protonagao
deste grupo funcional em pH fisiolgico. Baseado nisso, Inhat e co-
laboradores sintetizaram uma série de amidas alifaticas e aromaticas,
aumentando em 200-3900 vezes o coeficiente de particio em relacio
a desferrioxamina (24).%

Relatou-se que derivado da desferroxamina contendo o gru-
pamento catecol (25) possui maior coeficiente de parti¢do que
desferroxamina (Figura 8). Esta substancia (25) também apresentou
capacidade de remover o ferro da transferrina em niveis superiores
que o farmaco matriz. Isso € decorrente em parte do sinergismo pro-
movido pela introduc@o do grupo catecol no mecanismo de quelacéio
promovido pelos derivados.”®

Ligantes bidentados da classe das o.-ceto-hidroxipiridinas como,
por exemplo, a deferiprona (26) aumentam a excrecio de ferro e
podem ser administrados por via oral. O nitrogénio-1 (N-1) pode
ser substituido por grupos metila, etila, alila e n-propila (Figura 8).
A molécula mais efetiva em aumentar a excrecio de ferro (1-alil-2-
-metil-3-hidréxipiridin-4-ona) continha o grupo N-alil na posi¢do 1,
que contribuia com propriedades farmacocinéticas mais adequadas
ao uso oral diminuindo, por exemplo, a inativagdo metabélica quando
comparado aos demais substituintes em N-1.%

O deferasirox (27) é um agente quelante tridentado com alta
afinidade pelo ferro, aprovado para uso oral pela agéncia FDA, em
2005 (Figura 8). As caracteristicas farmacocinéticas do farmaco per-
mitem administracao oral em uma unica dose didria. Esta forma de
tratamento € mais conveniente ao paciente e permite maior adesao a
terapia quando comparada a desferroxamina. A principal desvantagem
¢ seu alto custo.”*

Os agentes quelantes ideais devem preencher alguns requisitos,
como biodisponibilidade adequada por via de administracdo oral,
remocao seletiva do ferro depositado nos érgaos, toxicidade reduzida
para 6rgaos como medula 6ssea, figado e rins e capacidade reduzida
(ou nula) de acessar o sistema nervoso central e placenta. Além disso,
o agente quelante ideal deve ser comercializado a pregos acessiveis
permitindo aquisi¢do do medicamento pela populacdo.'®

MOLECULAS QUE ALTERAM AS PROPRIEDADES
REOLOGICAS DO SANGUE

O polaxamer 188 (P-188) (28) é um sufactante ndo idnico com
importantes propriedades antitrombdticas e antiadesivas tteis para

Quim. Nova

o tratamento dos sintomas da AF (Figura 9). O uso de P-188 em
ensaios clinicos tem demonstrado uma série de efeitos benéficos,
como diminui¢do do tempo de hospitalizac@o e reducdo do nimero
de crises de dor.'”" O aumento da oxigenacao tecidual associado a
diminuicao das crises de dor tem beneficiado muitos pacientes com
sindrome tordcica aguda.'??

Ho(’y O%ﬁoﬁf\/ O>;H
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Figura 9. Estrutura quimica do polaxamer 188 (28)
FITOMEDICAMENTOS

O Niprisan® e Ciklavit® sdo dois medicamentos fitoterdpicos
desenvolvidos a partir do conhecimento de alguns povos africanos. O
Niprisan®é composto por sementes de Piper guineense, Pterocarpus
Osun stem, Eugenia caryophyllum e frutos e folhas de Sorghum
bicolor."” O Ciklavit® € obtido através do extrato etanélico da planta
Cajanus cajan.

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que o Niprisan®foi capaz
de prevenir a deformac@o do eritrdcito, mesmo em condicdes de hip6-
xia.'™ Esses resultados promissores incentivaram a busca por efeitos
semelhantes em humanos portadores de AF. Estudo clinico de fase
II revelou que o medicamento € capaz de reduzir as crises dolorosas
por um periodo de 6 meses, sem causar efeitos adversos graves.!®®

O Ciklavit® também preveniu a deformag@o do eritrdcito mesmo
em condigdes de hipoxia. Esta atividade foi relacionada a presenga
de algumas substincias como derivados hidroxibenzoicos contidos
nos extratos.'® A diminui¢ao das crises dolorosas foi relatada em um
estudo clinico envolvendo 100 pacientes que usaram o Ciklavit®.!%’

CONSIDERACOES FINAIS

A unica opg¢do conhecida para a cura da AF ainda € o transplante
de medula. O primeiro relato de que essa interveng@o poderia curar
a doenca foi descrito por Johnson e colaboradores, em 1984, quando
observaram a cura de uma crianca com anemia falciforme subme-
tida a este procedimento.!”® A despeito desse benéfico panorama,
o transplante de medula apresenta limitagdes e envolve uma série
de problemas como, por exemplo, reduzido nimero de doadores
compativeis; variabilidade na severidade da doenca; possibilidade
de rejeigdes; quimerismo das células hematopoiéticas e, consenso
médico quanto a realizac@o deste procedimento.'®

A terapia génica € outra importante perspectiva a ser explorada no
futuro. Esta abordagem explora a transferéncia de genes de regulacio
das cadeias globinicas em células tronco hematopoiéticas aut6logas
utilizando vetores virais transplantados em pacientes. Embora pro-
missora, esse tipo de terapia necessita vencer algumas barreiras, como
auséncia ou reduzida expressido do gene transplantado, excessiva
expressao proximo aos locais de integragdo, selecdo adequada de
vetores de transferéncia génica, entre outros.''°

A busca de novas perspectivas para o tratamento pode contribuir
ndo apenas com a reducio dos sintomas, mas com a cura definitiva
da doenca no futuro.

CONCLUSAO

Pouco avango na descoberta de novos farmacos para tratamento
dos sintomas da anemia falciforme tem ocorrido desde a descoberta
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da doenga hd mais de cem anos. O tnico recurso terapéutico apro-
vado pela agencia norte-americana FDA ¢ o antineopldsico hi-
droxiureia. Este fairmaco, apds biotransformacio € convertido em
NO, e realiza, entre outras acdes, aumento da producdo de HbF. A
despeito dos efeitos benéficos associados ao uso de hidroxiureia,
alguns efeitos deletérios comprometem seu uso seguro. Nesse
sentido, a busca de novos farmacos com melhor eficdcia e perfil de
seguranca ¢ fundamental.

Entre as estratégias para desenvolvimento de novos farmacos ¢
possivel destacar: indu¢ao da HbF, uso de agentes quelantes em casos
de sobrecarga de ferro, prevengdo da desidratag@o dos eritrécitos,
modificagdo estrutural da Hb, agentes antiadesivos e vasodilatadores.

A descoberta de novos protétipos associados a estratégias de
modificaciio molecular tem permitido a obtengdo de moléculas mais
seguras e efetivas para o tratamento dos principais sintomas da doen-
¢a, a fim de melhorar a qualidade de vida dos portadores de anemia
falciforme. Embora algum avango tenha ocorrido, nenhuma das novas
substancias € capaz de promover a cura da doenca.

Estratégias como transplante de medula dssea e utilizagdo da
terapia génica se mostram promissoras, com perspectivas de promover
a cura dessa doenga genética.
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ABREVIATURAS

Hb — Hemoglobina

HbF — Hemoglobina Fetal

NO - Oxido Nitrico

AF — Anemia Falciforme

IL — Interleucina

TNF-o. — Fator de Necrose Tumoral alfa
FDA - Food and Drug Administration
HU - Hidroxiureia

GMPc — Guanosina Monofosfato Ciclico
P 188 — Polaxamer 188
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