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Resumo

Resumo

O enrolamento/desenrolamento anormal de proteinas seguido pela sua
agregacao esta, geralmente, associado ao desenvolvimento de doencas. E o caso da
proteina humana transtirretina (TTR), uma proteina homotetramérica encontrada no
plasma, fluido cefalorraquidiano e no humor vitreo e aquoso do olho, responséavel pelo
transporte de tiroxina e retinol, quando em associa¢cao com a proteina transportadora de
retinol. A TTR € conhecida por sofrer altera¢cdes conformacionais e formar agregados
soluveis e fibras amiloides altamente estaveis e insolaveis, que se acumulam
extracelularmente nos tecidos, causando varios tipos de amiloidoses, tais como a TTR
amiloidose hereditaria com polineuropatia, TTR amiloidose hereditaria com
cardiomiopatia e TTR amiloidose relacionada com a idade. Atualmente, existem varias
abordagens terapéuticas para algumas das amiloidoses de TTR (ATTR), sendo, contudo,
a sua eficicia limitada. A necessidade de encontrar novos farmacos para doencas
amiloides envolvendo a TTR, levou a descoberta de diversos compostos, alguns deles
fluorados, tais como AG10, diflunisal e acido flufenamico.

Neste trabalho apresentamos um estudo sobre as interagfes e afinidade entre
cada um dos trés compostos fluorados mencionados acima e os dois locais de ligacdo na
wt-TTR, usando **F-RMN e Calorimetria de titulacéo isotérmica (CTI). O uso de °F-RMN
em estudos de interacao farmaco-proteina envolvendo flior tem recebido grande atencéo,
uma vez que a largura de linha e o desvio quimico em °F-RMN é altamente sensivel a
mudangas de regime de troca e ambiente quimico, que geralmente acompanham o
processo de ligacdo de um pequeno ligante a uma proteina. As experiéncias de titulagcao
de TTR com AG10 e diflunisal seguidas por **F-RMN mostraram regimes de troca rapida
a intermédia na escala de tempo do RMN e com cada espetro possuindo apenas um sinal
correspondente ao Unico atomo de fllor presente na molécula, sem alteractes
significativas dos desvios quimicos em consequéncia da ligacdo. Além disto, os dois
compostos mostram interagir com a proteina, devido ao aumento da largura da linha a
meia altura, mas as interagcbes ndo envolvem diretamente o flior, porque ndo sao
observadas diferencas significativas dos desvios quimicos. Por outro lado, as
experiéncias de titulacdo com o acido flufenamico, seguidas por °F-RMN, mostram dois
regimes de troca quimica diferentes: um sinal em troca rapida e o outro em troca lenta. O
aumento da largura da linha a meia altura nos dois sinais, comparando com o sinal do
composto na forma livre, leva-nos a ponderar que 0s sinais observaveis nos espetros da
titulacdo correspondem a duas conformacgdes diferentes do &cido flufenamico quando
interage com a wt-TTR, sendo que numa delas ha uma interacao direta com o flor, dada

a alteracgao significativa de desvio quimico em relacéo a forma livre. Tendo em conta que
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existe cooperatividade negativa na ligagdo do acido flufenamico a wt-TTR, reportada na
literatura e confirmada neste trabalho por CTI, tendo em conta ainda os regimes de troca
quimica, os desvios quimicos e as larguras a meia altura observados para os dois sinais
no espetro °F-RMN, podemos concluir que estamos a observar a interacdo do composto
em cada um dos dois locais de ligacdo existentes na TTR. O primeiro sinal a ser
observado durante a titulacdo, em regime de troca quimica lenta, corresponde a
conformacdo adquirida pelo composto no primeiro local de ligacdo, devido a grande
largura do sinal, ao deslocamento do desvio quimico para campo baixo (devido a
interagcdo direta com o fllor) e a alta afinidade desse local de ligacdo. O segundo sinal a
surgir na titulagdo, em regime de troca quimica rapido, corresponde a conformacgéo
adquirida pelo composto no segundo local de ligagéo, sendo que este sinal ndo é tao
largo como o primeiro, ndo h& alteracdo significativa do desvio quimico em relacdo a

forma livre e a afinidade de ligacédo para este local de ligacdo é menor.

PALAVRAS-CHAVE: FlGor, °F-RMN, Transtirretina, AG10, Diflunisal, Acido
Flufendmico, Calorimetria de Titulag&o Isotérmica.
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Abstract

Abnormal protein folding/unfolding followed by protein aggregation is often associated to
disease development. That is the case of human Transthyretin (TTR), a homotetrameric
protein found in plasma, cerebrospinal fluid and the humour of the eye, responsible for
thyroxine and retinol transport, in association with the retinol-binding protein. TTR is known
to undergo conformational changes and form soluble aggregates and insoluble highly
stable amyloid fibrils that accumulate extracellularly in the tissues, causing several types
of amyloidosis, such as hereditary TTR amyloidosis with polyneuropathy (hATTR-PN),
hereditary TTR amyloidosis with cardiomyopathy (hATTR-CM) and age-related TTR
amyloidosis (ATTRwt). Currently there are several therapeutic solutions for some of the
TTR amyloidoses, but their efficacy is still limited. The need to find new medicines for the
treatment of TTR amyloid diseases (ATTR) led to the discovery of several fluorinated
compounds, among them AG10, diflunisal and flufenamic acid.

Here we present a study on the interactions and affinities between each of the three
fluorinated compounds mentioned above and the two binding sites for the endogenous
ligand (thyroxine) in wild-type TTR (Wt-TTR), using titration experiments followed by °F-
NMR and Isothermal titration calorimetry (ITC). The use of *F-NMR in studies of
interactions of fluorinated ligands with proteins has received great attention due to the high
sensitivity of *®F-NMR line width and chemical shift to modifications in exchange regime
and chemical environment accompanying ligand binding to a protein. The titration
experiments followed by **F-NMR with diflunisal and AG10 show these ligands are in
intermediate to fast exchange regime on the NMR time scale, with each spectrum having
only one peak with increased line width but without significant chemical shift perturbation
when compared with the free form. These observations show these two compounds do
interact with the protein, but these interactions seem to not directly involve the fluorine
because no significant differences in chemical shifts are observed. On the other hand, 1°F-
NMR titration experiments with flufenamic acid show two different exchange regimes with
one peak in fast exchange and other in slow exchange. The larger line width of the two
peaks, compared to the free compound, indicates that two different conformations of
flufenamic acid are detected, one of which having direct fluorine interactions, due to the
large chemical shift difference observed, and the other not involving direct fluorine
interactions. Knowing there is negative cooperativity in flufenamic acid binding by wt-TTR,
previously reported in the literature and confirmed by ITC in this work, and taking in
consideration the exchange regimes, the chemical shift changes and the line widths
observed for the two signals in the ®F-NMR spectra, it is safe to conclude that binding to

each one of the TTR binding sites is being observed. The first visible signal in the tritation,
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Abstract

in slow exchange, corresponds to the ligand conformation in the first binding site, in
accordance with the large signal line width, the downfield chemical shift change (due to
direct interaction involving fluorine) and the high affinity of this binding site (measured by
ITC). The second signal to appear in the titration, in fast exchange, corresponds to the
ligand conformation in the second binding site, with a much narrower line width than the
first signal and no significant chemical shift change from the free form, in agreement with

the lower affinity of the ligand for this binding site.

KEYWORDS: Fluorine, *F-NMR, Transthyretin, AG10, Diflunisal, Flufenamic acid,

Isothermal titration calorimetry.
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1.1. Halogéneos

Os elementos que compdem o grupo 17 da tabela periddica sdo designados por
halogéneos, sendo eles o flaor (F), cloro (Cl), bromo (Br), iodo (I) e astatina (At). Os
halogéneos tém sete eletrdes de valéncia e, por isso, precisam apenas de mais um
eletrdo para formar um octeto. Esta caracteristica explica a elevada reatividade dos
halogéneos, especialmente do fldor, que € o elemento mais reativo.

Os halogéneos desempenham um papel importante em interacbes nao covalentes
como aceitadores de ligacdes em ligagbes de hidrogénio (R-X""H) ou como acidos de
Lewis em ligagbes de halogéneo (R-X"'Y).! Segundo a Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada, uma ligacédo de halogénio ocorre quando h& evidéncias de uma interacao
entre uma regido eletrofilica associada a um atomo de halogénio de uma molécula e uma
regido nucleofilica de outra molécula, ou da mesma.? Uma ligacdo de halogénio tipica é
indicada pelos trés pontos em R-X'*'Y, sendo que X é qualquer atomo de halogénio com
regiao eletrofilica, R € um grupo covalentemente ligado a X e Y € o aceitador da ligacéao
de halogénio com uma regido nucleofilica. Esta ligacao € permitida, porque os halogéneos
tém uma distribuicdo de eletrdes anisotrépica nos seus lados equatoriais, resultando
numa regido externa positiva ao longo da ligacdo covalente, designada por o-hole.®
Halogéneos de maior tamanho tendem a formar o-hole mais positivos, resultando em

interagbes mais fortes (Figura 1.1.1).
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Figura 1.1.1 — Esquematizacao de superficies de potencial eletrostatico de moléculas PhX. A cor
azul indica potencial eletrostatico positivo e a vermelho negativo. Imagem adaptada do trabalho
de Mahmoud A. A. lbrahim.!

Dentro dos halogéneos, o fltor é o foco da atengéo neste trabalho. O fllor apenas
forma o-hole em circunstancias muito especiais. Este facto deve-se a elevada
eletronegatividade do flior. Os restantes halogéneos nédo séo téo eletronegativos e, por
isso, a carga negativa global é mais pequena e os o-hole sdo mais positivos.* Assim
sendo, ndo se considera que o flior se envolva em ligacdes de halogénio, mas continua

a ser um aceitador fraco de ligagdes de hidrogénio.
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1.1.1. Papel do flaor na Industria Farmacéutica

Até a data de 1955, quando foi aprovado pela The Food and Drug Administration
(FDA) o primeiro farmaco com fllor na sua composicdo, nunca se tinham desenvolvido
farmacos com atomos de fldor. Em 2010, cerca de 20% de todos os farmacos
comercializados eram biomoléculas com fldor na sua composicdo. Atualmente, calcula-
se que a tendéncia esta a aumentar em direcdo aos 30%.° Segundo a FDA, em 2018
foram aprovados 59 novos farmacos, dos quais 18 contém atomos de flior, perfazendo
um total de 28% (Figura 1.1.2). A FDA considerou o flior como a4tomo do ano de 2018,
por 3 em cada 10 farmacos aprovados neste ano conterem flGor e por existir um total de
49 atomos de fltor nos 18 farmacos fluorados aprovados em 2018.°

Inorganicos
Outros farmacos 2%
14%

mAbs

2-aminotiazol
3% Enzimas-PEG 5%

Peptideos 2%

Fluorados
28%
Produtos Naturais
16%

Farmacos
combinados
5%

Figura 1.1.2 - Farmacos aprovados em 2018 pela FDA e respetiva divisdo de acordo com a sua

estrutura quimica. Adaptada do trabalho de Beatriz G. de la Torre e Fernando Albericio®.

Os farmacos fluorados apresentam os seus atomos de fliior em diversas posicoes,
revelando um universo de ambientes quimicos diferentes. Contudo, analisando com mais
detalhe, verifica-se que existem grupos mais frequentes, tais como, os fluoroaril,
fluoroalquilo simples e grupos trifluormetilos arométicos, que representam cerca de 80%
dos farmacos fluorados (Figura 1.1.3).”
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Figura 1.1.3 - As diferentes estruturas quimicas dos farmacos fluorados comercializados.
Adaptada do trabalho de Steve Swallow’.

O flaor é o primeiro elemento do grupo dos elementos halogenados, na tabela
periddica. Tem um total de nove eletrbes, um tamanho pequeno, com raio de Van der
Waals igual a 1.47 A e massa atémica igual a 18.998 u, aproximadamente. O fltor é
considerado o elemento mais eletronegativo e o mais reativo.. E 100% abundante na
natureza, tem numero quantico de spin igual a ¥ e é altamente sensivel na Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN).° No entanto, os pares de eletrGes livres sdo fortemente
atraidos pelo nucleo, resultando numa baixa polaridade e, por isso, ndo sédo capazes de
induzir campos elétricos. Estas caracteristicas do flaor contribuem para a sua extensa
investigacdo na descoberta de novos farmacos.*°

A inclusao ou substituicdo de um atomo ou grupo molecular por um grupo fluorado
(ex.: -F, -CF3, -CF3) numa molécula pode alterar a forma como esta interage com o alvo
terapéutico ou até mesmo comecar a interagir com um novo alvo terapéutico. Ou seja,
inclusdo de &tomos de flior numa molécula pode alterar as suas propriedades quimicas
e, consequentemente, a sua atividade bioldgica. As principais propriedades alteradas sao
as propriedades fisico-quimicas, tais como, a forca das ligacdes, potencial eletrostético,
dipolo, constate de acidez (pKa.), alteracbes conformacionais e lipofilicidade, e as
propriedades farmacocinéticas, como a distribuicdo do farmaco pelos tecidos e sua
libertacdo e a via e taxa de metabolizacdo. Estas alteragbes podem provocar
consequéncias ao nivel da farmacodinamica e toxicologia do farmaco.!

O flior é o elemento com menor raio atdbmico depois do hidrogénio. Assim, o
reduzido tamanho do atomo de flior permite o seu uso na substituicdo do atomo de
hidrogénio em ligacdes C-H. Quando um &tomo de hidrogénio é substituido por um atomo

de flaor, os efeitos estéreos induzidos sao fracos, uma vez que o raio de Van der Waals
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do atomo de flior (1.47 A) encontra-se entre o do hidrogénio (1.2 A) e o do oxigénio (1.57
A). Por outro lado, os volumes estéreos dos grupos fluorados -CF, e -CF3 sdo muito
maiores do que os grupos metileno e metil, respetivamente.'® A inducéo do impedimento
estéreo pela presencga de atomos de fluor pode destabilizar a estrutura molecular. Devido
a diferenca dos tamanhos e das propriedades eletrénicas entre os atomos de hidrogénio
e de fltor, os grupos fluorados podem induzir modificagcbes nos momentos dipolares, na
conformacdo da molécula e, consequentemente, na estabilidade e reatividade quimica
da mesma. O flior forma uma ligacao forte com o carbono (C-F), sendo considerada das
mais fortes na quimica orgénica, com uma energia de ligacdo igual a 116 kcal/mol.
Comparativamente com a ligagédo entre o hidrogénio e o carbono (C-H), que tem uma
energia de ligacéo igual a 99 kcal/mol, a ligacao flaor-carbono apresenta um aumento na
estabilidade oxidativa e térmica. Dada a forte eletronegatividade do atomo de fllor, a
diferenca de eletronegatividades entre o flior e o carbono cria um extenso momento
dipolar nesta ligacdo, que favorece as interagdes dipolo-dipolo entre o farmaco e o local
de ligacéo do recetor. Esta complementaridade dos campos elétricos entre o farmaco e o
local de ligacdo é um fator importante para a afinidade, especialmente porque as
biomoléculas tém muitas unidades polares nos locais de ligacdo.'®!* No entanto, a baixa
polarizabilidade dos eletrbes do flior e, consequentemente, a incapacidade de induzirem
campos elétricos, também se aplica aos eletrdes ligacdo entre o flior e o carbono. Assim
sendo, a presenca de atomos de flior reduz a capacidade da molécula em responder a
campos elétricos.°

Parametros como a lipofilicidade, pKa, solubilidade e tamanho molecular também
sdo afetados pela presenca de grupos fluorados em moléculas. Estes, por sua vez,
influenciam a distribuicdo e absorcdo do farmaco. A lipofilicidade é determinada pelo
calculo do valor do logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua (log Poctanol), que
representa a capacidade da molécula em atravessar a membrana lipidica. Quanto maior
for este valor, mais lipofilica serd a molécula. Nos anéis arométicos, quando se substitui
um hidrogénio por um flGor ou um grupo fluoroalquilo, o valor do log Poctanol aUMenta, isto
€, had um ligeiro aumento da lipofilicidade da molécula, aumentando a difusdo passiva do
farmaco através das membranas, sendo que o grupo -CFs € o mais lipofilico de todos os
substituintes. A introducdo de atomos de flior também pode ser usada para modular a
ionizacdo de uma molécula (pKa), com o efeito de modificar as propriedades de absorcao
de uma molécula. Assim, por meio de substituintes fluorados, é possivel diminuir o grau
de basicidade do composto, o que facilita o processo de absor¢cdo do farmaco no
organismo, especialmente aqueles que sao administrados por via oral, aumentando a

biodisponibilidade do mesmo.*°
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A incluséo de &tomos de flior numa molécula pode ser usada para alterar as vias
e/lou as taxas de metabolismo de uma molécula. Em regra geral, uma biomolécula
fluorada terd menor taxa de metabolismo oxidativo. A reducéo da taxa de metabolismo é
justificada pela ligacdo formada entre os atomo de flior e carbono, apds a substituicdo
fluorada, ser mais forte, comparativamente com a for¢a da ligacao entre os atomos de
hidrogénio e carbono e, consequentemente, ser mais resistente ao ataque quimico direto
do citocromo P450.1+12 Os grupos fluoroalquilo (-CHF2, -CF3 e -C,Fs) mostram-se pouco
suscetiveis a oxidacdo. Assim sendo, a substituicdo de grupo alquilo pelo grupo
fluoroalquilo torna-se mais vantajosa, a fim de evitar 0 metabolismo oxidativo. Deste
modo, é possivel prolongar o tempo de meia-vida do farmaco e a sua biodisponibilidade.®

S&o estas caracteristicas Unicas do a&tomo de fldor que o tornam num elemento
especial na area da Quimica Medicinal. O seu uso no desenho e desenvolvimento de
novos farmacos tem vindo a crescer. Sucintamente, a fluoragdo de compostos permite
modelar as suas propriedades fisico-quimicas, bem como alterar os processos de
absorcéo, distribuicdo, metabolismo e interacdo com o recetor. Ainda pode ser usado ou
nao para aumentar a afinidade dos compostos aos recetores, quando a introdugéo de
atomos de flior em compostos altera a conformagdo dos compostos ou 0s atomos de

fldor participam em interacdes especificas com um dos residuos dos locais de ligacao.

1.1.2. InteracbGes intermoleculares que envolvem o

fldor

Os efeitos de um farmaco resultam da sua ligagédo a recetores especificos. Os
recetores sdo proteinas celulares e localizam-se na membrana celular, no citosol ou no
ndcleo. Estédo envolvidos na sinalizacao celular entre e dentro das células, para que o
recetor, quando ativado, possa regular os processos bioquimicos celulares. Os farmacos
ligam-se a locais especificos dos recetores, 0s quais se designam por locais de ligacédo.*®

A ligacdo entre um farmaco e um recetor depende do farmaco em possuir uma
parte da sua estrutura complementar ao local de ligagdo do recetor. De modo a
compreender os mecanismos de acdo do farmaco, é importante compreender as
interacdes envolvidas no complexo farmaco-recetor. A interacdo entre o farmaco e o
recetor leva a estabilizacdo de uma conformagéo do recetor, resultando numa mudanca
guando a atividade biolégica do mesmo. A ligacéo do farmaco ao recetor tanto pode inibir
a acdo do recetor, como pode estimular o recetor a dar respostas fisiologicas

caracteristicas da ag&o do farmaco.*314
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As ligacdes formadas entre o farmaco e o recetor sdo interacdes fracas e nao
covalentes. Consequentemente, os efeitos produzidos sdo reversiveis. Portanto, o
farmaco fica inativo a partir do momento que a sua concentragdo no fluido extracelular
comeca a diminuir, normalmente devido ao metabolismo.*?

No que diz respeito a farmacos fluorados, o atomo de fldor pode participar
diretamente em interacfes intramoleculares e intermoleculares. O facto de o atomo de
fldor possuir a propriedade dupla em atuar como aceitador de ligacdes de hidrogénio e
atuar como fracéo hidrofébica, resulta em diferentes tipos de interacdes.'® As principais
interacdes que envolvem o flior séo as intera¢des dipolo-dipolo, as interacdes por ligacdo
de hidrogénio e as interagdes hidrofobicas.

As interacdes dipolo-dipolo sdo forgas atrativas entre moléculas polares, ou seja,
entre moléculas que possuem momento de dipolo. Quanto maior for o momento de dipolo,
maior sera a forca.'®

As ligacbes de hidrogénio sdo um tipo de interacdo dipolo-dipolo, nas quais ha
interacdo entre um atomo de hidrogénio e um ou mais 4&tomos eletronegativos, que neste
caso sera o atomo de flaor. Por ser altamente eletronegativo e de tamanho pequeno, o
par de eletrdes nao-ligantes do atomo de fllor atrai o hidrogénio, pobre em eletrdes,
formando uma ligacao de hidrogénio. Calculos tedricos da forca de ligacdo de hidrogénio
F-H (entre 2 e 3.2 kcal/mol) mostram que ela é duas vezes mais fraca que a forca de
ligacéo de hidrogénio O-H (entre 5 e 10 kcal/mol).}” Em regra geral, a distancia da ligacédo
de hidrogénio entre os atomos de fltor e hidrogénio deve ser menor ou igual a soma dos
raios de Van der Waals de cada um dos atomos, isto €, deve ser menor ou igual a 2,67
A.1® Na literatura, existe alguma controvérsia sobre o atomo de flGior atuar ou ndo como
aceitador de ligacdes de hidrogénio.’*?® No entanto, evidéncias experimentais e
computacionais sobre o envolvimento direto do atomo de flior em liga¢des de hidrogénio
intermoleculares ja foram relatadas por varios autores.'”?! Em estudos feitos por Claudio
Dalvit, Anna Vulpetti e restante equipa'®??>23, expéem que o atomo de flior consegue
formar ligagcdes de hidrogénio intermoleculares s6 com dadores fortes de ligagbes de
hidrogénio ou na presenca de uma elevada concentracdo de dadores de ligagBes de
hidrogénio e na auséncia de aceitadores competitivos de ligacdes de hidrogénio.
Portanto, nestes casos, as ligagdes de hidrogénio que envolvem diretamente o &tomo de
flor podem contribuir para a energia global de ligagdo de um ligante ao recetor. Para
além disto, mostraram, por experiéncias de RMN e por céalculos computacionais, que o
atomo de flior do grupo -CH2F é um aceitador de ligacGes de hidrogénio mais forte que
os atomos de flior dos grupos -CHF; e -CFs. As ligacdes de hidrogénio do tipo C-F--"H-X
(sendo X = O ou N) sédo relevantes em sistemas quimicos e biolégicos.” Um exemplo de

uma ligacdo de hidrogénio que envolve o flior diretamente € o caso entre a oxirredutase
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UDP-galactose-4’-epimerase dependente do dinucleétido de nicotinamida e adenina da
Trypanosoma brucei e o ligante UDP-4-deoxy-4-fluoro-a-D-galactose, no qual o &tomo de
fldor do UDP-4-desoxy-4-fluoro-a-D-galactose forma ligacdes de hidrogénio com o grupo
hidroxilo da tirosina-173 e da serina-142 (Figura 1.1.4).2*

Ser 142(A)

Figura 1.1.4 - Imagem ilustrativa das ligacdes de hidrogénio entre o &tomo de fldor do ligante UDP-
4-deoxy-4-fluoro-a-D-galactose e as cadeias laterais da serina-142 e tirosina-173 do recetor
oxirredutase UDP-galactose-4’-epimerase dependente do dinucle6tido de nicotinamida e adenina.
O &tomo de fllor esta representado a verde e as distancias inter-atdbmicas para estas interacdes

estdo indicadas na imagem. Imagem adaptada de Protein Data Bank sum (c6digo PDB: 2cnb).

As interacfes hidrofébicas sao interacfes intermoleculares fracas, que resultam
da interacdo entre dois grupos ou cadeias apolares. Estas cadeias ou grupos apolares,
presentes tanto nos farmacos como nos recetores, encontram-se rodeadas por moléculas
de agua orientadas e, portanto, estas moléculas de agua encontram-se num estado de
energia mais elevado. Quando as cadeias ou grupos apolares se aproximam, as
moléculas de agua desordenam-se, na tentativa de se associarem umas com as outras.
Este aumento de entropia estabiliza o complexo proteina-ligante, sendo que esta
estabilizacdo é conhecida por interacdo hidrofébica.’® Devido a existéncia de um grande
namero de grupos apolares tanto nos farmacos como nos recetores, as interacdes
hidrofébicas sdo importantes para o reconhecimento do ligante pelo recetor.

Atualmente, ha estudos que descrevem outras interagbes que envolvem
diretamente o fllor, tais como, interacdo orbital?®, interacdo Closed-shell?®, interacdo

multipolar ortogonal?’, interacdo de coordenacéo? e interagdo com halogéneos?.
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1.2. Transtirretina

Atranstirretina (TTR) é uma das proteinas responsavel pela formacao e deposi¢ao
de amildide in vivo. Em 1956, Schultze e a restante equipa isolaram, pela primeira vez, a
TTR do plasma humano. Inicialmente, a sua designacdo era pré-albumina, por se
movimentar mais rapido que a albumina no plasma e no fluido cefalorraquidiano, apés
uma eletroforese a pH 8.6.3° Em 1968, Woeber e Ingbar identificaram a TTR como
proteina transportadora de tiroxina (T4)3! e Kanai e Goodman identificaram a TTR como
proteina transportadora de retinol (RBP, do inglés “retinol-binding protein”).3? Devido as
suas funcdes bioldgicas, o nome da proteina foi alterado para transtirretina.’® A TTR é
predominantemente encontrada no plasma, no fluido cefalorraquidiano e no humor vitreo
e aquoso do olho e é sintetizada no figado, no plexo coroide do cérebro e no olho,
respetivamente.®® Atualmente, cerca de 360 estruturas da TTR estdo disponiveis na
plataforma Protein Data Bank (PDB), sendo que 204 delas sdo complexos TTR-ligante.

Em 1971, Colin Blake e a sua equipa de trabalho determinaram a estrutura
tridimensional da TTR.3 Sob condicGes fisioldgicas, a TTR humana é uma proteina
homotetramérica, composta por quatro subunidades idénticas, cada uma com 127
aminoéacidos. O valor da massa molecular para o tetramero é 55 kDa e o valor de cada
subunidade é cerca de 13.7 kDa.35%

Cada uma das quatro subunidades é também designadas por monémero. Cada
monomero tem um arranjo tridimensional maioritariamente em sandwich-f3, que consiste
em duas folhas-f3 de quatro cadeias-3, denominadas por DAGH e CBEF. O interior de
cada monémero é composto, essencialmente, por residuos de aminoacidos hidrofébicos,
das duas folhas-B. Todas as cadeias-p interagem de forma antiparalela, com exce¢éo do
arranjo entre as cadeias A e G, que sdo paralelas entre si. De modo a interligar as
cadeias-B, cada mondmero ainda possui uma pequena hélice-a e sete voltas (loops)
(Figura 1.2.1).35%7
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Figura 1.2.1 - Representacdo da estrutura tridimensional de um mondémero da TTR, com
identificacdo das cadeias-p a vermelho, da hélice-a a azul claro e das sete voltas (loops) a azul
escuro. A imagem foi produzida com programa Chimera, usando a estrutura cristalografica de TTR
na forma nativa (codigo PDB: 3A4D).

As interacdes que conectam os monémeros envolvem as cadeias- F e H de um
monomero, que se ligam por ligagfes de hidrogénio e de forma antiparalela as cadeias-3
F’ e H' de outro mondmero, respetivamente. Portanto, o dimero da TTR é formado pelas
folhas-B DAGHH'G’A’'D’ e CBEFF’E'B’C’, sendo que o () significa cadeia-f de outro
monoémero da TTR.3®

A estrutura nativa da TTR é formada pela associacéo de dois dimeros, através de
ligagdes de hidrogénio e contactos hidrofébicos entre as voltas AB e GH, de cada dimero,
e a cadeia-B H (Figura 1.2.2).3” A proteina possui dois locais de ligacdo, onde se liga o
seu ligante natural, que séo estruturalmente equivalentes, e localizam-se nas cavidades
formadas pela interface entre os dois dimeros.® Os monémeros da TTR trocam entre si,
através de trés eixos C. perpendiculares, sendo que um deles interceta ao longo dos dois
locais de ligacdo. Cada local de ligacdo na TTR contém trés pares de cavidades de
ligacdo de halogénio (HBP, do inglés Halogen Binding Pockets): a cavidade externa 1
(HBP1-HBP1’), a cavidade intermédia (HBP2-HBP2’) e a cavidade interna (HBP3-HBP3’).
A HBP1 e a sua simetria dupla HBP1’ sdo formadas pelos aminoacidos lisina-15, leucina-
17, treonina-106 e valina-121 dos dois monomeros. HBP2-HBP2' compreende os
residuos leucina-17, alanina-108, alanina-109 e leucina-110. HBP3-HBP3’ compreende

os residuos serina-117, leucina-110, treonina-119 e alanina-108.%°
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(A) (B) VAL-121

THR-119 LEU-17

THR-106

SER-117

Figura 1.2.2 - Representa¢do esquematica das estruturas tridimensional e de um local de ligag&o
da TTR. (A) Representacao tridimensional da forma nativa da TTR. Cada mondmero da TTR esta
representado numa cor diferente. (B) Representacao ilustrativa de um local de ligagcdo da TTR. A
vermelho estéo representados os aminoacidos de um mondmero que compdem o local de ligagdo
e a azul os aminoacidos de outro monémero que compdem o local de ligagdo. Cada aminoéacido
tem a respetiva identificagdo, da mesma cor do mondémero a que corresponde. As imagens (A) e
(B) foram produzidas com programa Chimera, usando a estrutura cristalogréfica de TTR na forma
nativa (codigo PDB: 3A4D).

A principal funcdo biolégica realizada pela TTR é o transporte da tiroxina e do
retinol (quando em associacado com a proteina transportadora de retinol), no plasma, no
fluido cefalorraquidiano e no olho.®3

A tiroxina (T4) é uma hormona da tiroide e desempenha um papel na regulacao
do metabolismo basal, nas funcdes cardiaca e digestiva, no controlo muscular, na
conservacdo 6ssea e no desenvolvimento cerebral.*> No plasma humano, existem trés
proteinas responsaveis pelo transporte da T4 por todo o organismo, sendo a TTR uma
delas. A TTR permite controlar a entrega da T4 a 6rgaos alvo, aumentar o seu tempo de
meia-vida e evitar os efeitos toxicos originarios da T4 livre.*® A T4 liga-se aos dois locais
de ligacao da proteina. No entanto, mostra cooperatividade negativa (Kqs1 = 10 nM e Kqg
= 1053 nM), devido ao impedimento estéreo causado pela ocupacgéo do primeiro local de
ligagdo.*

O retinol, também conhecido por vitamina A, é essencial para a prote¢cdo da
cornea dos olhos, para manter a fungéo das células da pele, para prevenir infe¢des e para

o crescimento. O transporte do retinol € feito pela proteina transportadora de retinol
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(RBP), sendo que o retinol se liga a RBP numa estequiometria de 1:1.#* A RBP protege o
retinol da oxidacao, facilita a sua solubilizacdo e melhora o seu transporte até aos tecidos
alvo. No plasma humano, a RBP circula associada & TTR, construindo um complexo
proteina-proteina numa estequiometria de TTR:RBP de 1:2. A RBP liga-se a TTR nos
mesmos locais de ligagédo que a T4 (Kq1 = 150 nM e Kg2 = 35000 nM)*? e esta associagéo
protege a RBP da filtracédo glomerular e do catabolismo renal.*3

Em 1854, Rudolf Virshow introduziu, pela primeira vez, o termo amiléide, enquanto
analisava depdsitos presentes em tecidos de pacientes com certas doencgas. Hoje em dia,
sabe-se gue estes depdsitos sdo formados por uma classe de proteinas, que ao sofrerem
alteracdes na sua conformacéo, formam fibras amiléides.** As doencas amil6ides provém
do possivel dobramento anormal da proteina ou dificuldade desta em manter-se na sua
estrutura tridimensional nativa.*®* Cada doenca amiléide envolve a agregacéo de uma
proteina especifica e, atualmente, cerca de 50 proteinas humanas foram identificadas
com tendéncia a formar agregados amiléides insollveis.* Uma destas proteinas é a TTR.

A TTR tem vindo a ser relacionada com uma série de amiloidoses (ATTR). Ao
longo dos ultimos anos, a fim de explicar a agregacédo e formacao de fibras amildides a
partir da TTR, varios estudos tém sido feitos e modelos moleculares tém sido propostos.
Neste momento, sabe-se que a base molecular da agregacao proteica em fibras amiléides
sdo intermediarios proteicos instaveis, isto &, proteinas parcialmente desdobradas. Por
vezes, a proteina ndo é capaz de manter a sua estrutura tridimensional ou falha no
processo de enrolamento da proteina, que resulta na formacgéo de agregados solUveis e
fibras amiloides altamente estaveis e insollveis. A agregacdo pode estar relaciona com
mutacdes na cadeia polipeptidica, interacdes com ides metdlicos, alteracbes nas
condicges fisiologicas (por exemplo, pH e temperatura) ou com modificagfes quimicas
(oxidacéo ou protedlise).*®

A deposicao das fibras amiloides estaveis e insollveis promovem o aparecimento
de ATTR. A TTR amiloidose hereditaria com polineuropatia (hATTR-PN), usualmente
conhecida por Polineuropatia Amiloidética Familiar, foi a primeira ATTR a ser descoberta,
pelo Professor Corino de Andrade, em 1952, quando observou “uma forma peculiar de
neuropatia periférica, caracterizada histologicamente por amiloidose generalizada,
envolvendo especialmente os nervos periféricos”, em pacientes do norte de Portugal.*’
No entanto, foi Costa e colaboradores que identificaram a TTR como o principal
componente proteico presente nas fibras amildides depositadas maioritariamente no
sistema nervoso periférico de pacientes portugueses com hATTR-PN.*8

A hATTR-PN é uma doenca rara, hereditéria, progressiva e irreversivel e estima-
se gque afeta entre 8000 a 10000 pessoas, em todo o mundo.*® A doenca manifesta-se

por volta dos 25-30 anos e afeta a sensibilidade aos estimulos e a capacidade motora. A
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hATTR-PN tem maior incidéncia em Portugal, Suécia, Japdo, mas também em Italia,
Franca, Chipre, Alemanha, Espanha, Paises Baixos, Turquia, Bulgéria, Brasil e Estados
Unidos da América. Portugal, Suécia e Japao sdo 0s paises com maior prevaléncia da
doenca, contribuindo juntos com 43% dos doentes, globalmente.*°

Para além da hATTR-PN, a TTR estd envolvida em mais duas ATTR: TTR
amiloidose hereditaria com cardiomiopatia (hATTR-CM) e TTR amiloidose relacionada a
idade (ATTRwt). A hATTR-CM, usualmente conhecida por Cardiomiopatia Amiloidética
Familiar, resulta da deposicdo e acumulacdo de fibras amiloides, maioritariamente no
coracdo. Esta patologia afeta individuos com mais de 50 anos e é mais comum em
pacientes com ascendéncia afro-americana ou afro-caribenhas.®* A ATTRwt, usualmente
conhecida por Amiloidose Senil Sistémica, resulta da deposicdo patolégica de fibras
amiléides provenientes da proteina TTR na forma nativa (wt-TTR). A sua acumulagdo
acontece, principalmente, no coragéo, originando insuficiéncia cardiaca. A ATTRwt afeta

aproximadamente 25% da populacéo acima dos 80 anos.*?
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Figura 1.2.3 - Representacéo dos paises europeus afetados com patologias amildides associadas

TURQUIA

aTTR e das mutacdes pontuais observadas em cada pais. Imagem adaptada do trabalho de Yesim

Parman®3 e restante equipa, com dados remetentes a marco de 2014.

Tanto a hATTR-PN como a hATTR-CM séo patologias resultantes de variantes da
TTR, originarias de mutacbes no gene que codifica a proteina TTR (Figura 1.2.3).
Atualmente, ja foram identificadas cerca de 150 mutagGes da TTR.>* A forma mais comum
de polineuropatia relacionada com a TTR é causada pela mutacdo Val30Met®,
caracterizada pela substituicdo da valina pela metionina na posi¢ao 30, e a mutacdo mais
comum associada a hATTR-CM € a Val122lle®®, caracterizada pela substitui¢cédo da valina
pela isoleucina na posi¢éo 122. A mutagéo Leu55Pro, na qual a leucina é substituida pela
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prolina na posicdo 55, produz a forma mais agressiva da patologia hATTR-PN, que
aparece por volta dos 15 e 20 anos e tem implica¢des para o coragéo.®’

1.2.1. Abordagens Terapéuticas

Atualmente, existem tratamentos que ajudam a diminuir os sintomas e a regredir
a progressao da patologia. No caso da TTR, as abordagens terapéuticas podem ser
direcionadas de varias formas: atraves do transplante de figado, prevengdo da
associagcdo de intermediarios amiloidogénicos, desagregacdo das fibras amil6ides,
terapia de modificacdo genética ou prevencdo da formacdo de intermediarios

amiloidogénicos (Figura 1.2.4).

Silenciamento do gene Degradacgado das
Transplante de figado fibras amildides

Figado

Monémero Monémero .
irreti parcialmente Fibras
Transtlrretm.a\ na b amiléides
forma nativa esdobrado

Estabilizadores da TTR
na forma nativa

Figura 1.2.4 - Mecanismo de agregacgdo da TTR e diferentes estratégias terapéuticas. As setas a
cinzento correspondem ao mecanismo de agregacdo da TTR. As caixas a verde correspondem a

estratégias terapéuticas para cada passo do mecanismo de agregacao representado.

Uma vez que o figado é a principal fonte de sintese de TTR, o transplante de
figado visa impedir a formacao de depdsitos de agregados amildides adicionais, a partir
da eliminacdo da producdo de TTR mutada. Em 1990, na Suécia, foi feito o primeiro
transplante de figado num paciente com hATTR-PN.*® Desde esta data até 31 de

dezembro de 2017, foram realizados um total de 2236 transplantes de figado, de acordo
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com o FAP World Transplant Registry®®, sendo que foi em Portugal onde se realizaram
mais transplantes, um total de 1017. De facto, este tipo de terapia mostra ser vantajosa,
por melhorar a capacidade de andar, as fungdes intestinais, o estado nutricional e o bem-
estar em geral dos pacientes. No entanto, a melhoria na qualidade de vida apenas é
estavel nos primeiros quatro anos apos o transplante, pois apés este periodo a deposi¢ao
de fibras amiloides retoma.®°6! Para além disto, é um tratamento de custo elevado, ha
escassez de dadores, € necessario uma terapia imunossupressora a longo prazo pos-
transplante e ha um namero significativos de doentes que ndo podem ser submetidos ao
tratamento devido ao estado de progresséo da doenca.®?

As fibras amildides provenientes da TTR, resultam da associagdo de
intermediarios amiloidogénicos, que correspondem a monémeros da TTR com estrutura
alterada.®® Daqui surge outra estratégia terapéutica: evitar a associacdo de intermediarios
amiloidogénicos, blogqueando os locais de interacdo entre eles. Contudo, esta estratégia
ndo esta muito desenvolvida, uma vez que as interfaces envolvidas na formagéo das
fibras ainda ndo sdo completamente compreendidas.

Uma outra estratégia terapéutica € a desagregacao das fibras amiléides. Em
1995, Merlini e colaboradores propuseram a interacdo entre as fibras amildides e o 4'-
desoxi-4’-iododoxorubicina (IDOX).%® Em 1999, Palha e colaboradores mostraram que o
IDOX interage com as fibras amildides provenientes da TTR e, consequentemente,
degrada as estruturas fibrilares em materiais sollveis e amorfos.5® No entanto, apenas
alguns pacientes responderam ao tratamento com IDOX, durante os ensaios clinicos.%

Uma das mais recentes estratégias terapéuticas € a modificagédo genética do gene
gue codifica a TTR. A funcdo da TTR parece ser dispensavel para os seres humanos,
portanto, ndo se espera gque o silenciamento da expressao do gene que codifica a TTR
cause graves consequéncias a longo prazo. Com esta estratégia acredita-se que néo haja
progressao da doenca, reduzindo os niveis plasméticos da wt-TTR e de TTR mutante.
Dois tipos de terapias de silenciamento de genes foram avaliadas durante ensaios clinicos
em fase 3: antisense oligonucleotides (ASOs) e small interfering RNAs (siRNAs).>* ASOs
tem como alvo o gene TTR na regido 3’ ndo traduzida, que ndo contém mutacdes
conhecidas da TTR. Como resultado, ASOs inibe a sintese, no figado, do ARN
mensageiro da TTR mutante e da wt-TTR.%>% O objetivo dos siRNAs é controlar a
expressao genética. Quando os siRNAs estdo ligados ao complexo silenciador induzido
pelo ARN, eles induzem a clivagem do ARN mensageiro alvo. A sua constituicdo com
nanoparticulas lipidicas permite uma entrega mais facil e segura ao compartimento
intracelular dos hepatdcitos.®’

A estratégia terapéutica mais bem-sucedida € a que previne a formacdo de

intermediarios amiloidogénicos e €, também, a de maior interesse para este trabalho. O
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objetivo desta estratégia € estabilizar a forma tetramérica da TTR, impedindo a sua
dissociagcdo. A pesquisa baseia-se na procura de moléculas pequenas, capazes de se
ligarem aos dois locais de ligacdo da TTR e estabilizarem a forma nativa da proteina, tal
como o ligante natural da TTR, a tiroxina.®® No ambito desta estratégia terapéutica, ha um
medicamento comercial, o Tafamidis meglumine (marca Vyndagel), que mostra retardar
a progressao da doenca.®® O Tafamidis meglumine foi aprovado em 2011 pela Agéncia
Europeia de Medicamentos com terapia direcionada ao tratamento da hATTR-PN. Este
farmaco consegue ligar-se aos dois locais de ligacdo da tiroxina na TTR e estabiliza o
tetrdmero, inibindo a formacgéo de fibras amildides. O Tafamidis meglumine mostra ter
cooperatividade negativa (Kq1 = 3 nM e Kgz = 278 nM), seletividade e alta afinidade com
os locais de ligagdo das proteinas mutadas Val30Met e Vall22lle, e da wt-TTR."

Da classe dos anti-inflamatorios nao esteréides (AINEs) também foram testados
farmacos como possiveis estabilizadores do tetramero TTR, tais como o diflunisal e o
acido flufenamico. De facto, ambos se ligam aos dois locais de ligacdo da TTR, impedindo
a formacdao de intermediarios amiloidogénicos.”*

O diflunisal ou acido 5-(2,4-difluorofenil)2-hidroxi-benzéico (Figura 1.2.5) € um
derivado fluorado do acido salicilico. Este farmaco foi desenvolvido por Ruyle e equipa’
e foi aprovado pela FDA, como farmaco néo esteroide com propriedades analgésica, anti-
inflamatoria e antipirética, tendo sido introduzido no mercado com o nome de marca
Dolobid”®. As indicacdes do diflunisal sdo para o tratamento sintomatico de dor ligeira a
moderada, provocado por inflamacgé&o, osteoartrite ou artrite reumatoide.” Berk e a sua
equipa conduziram um estudo aleatério, duplamente cego, com placebo e diflunisal em
pacientes com hATTR-PN (com e sem a mutacdo Val30Met), durante 2 anos.
Conseguiram demonstrar o efeito clinico do diflunisal na progressdo da hATTR-PN e a

melhoria da qualidade de vida dos pacientes.’

OH

Figura 1.2.5 - Estrutura molecular do composto diflunisal. Imagem produzida no programa
ChemDraw Ultra 12.0.

17



18

Capitulo 1

O diflunisal liga-se aos dois locais de ligagdo da wt-TTR (codigo PDB: 3D2T) com
cooperatividade negativa (Ka1 = 75 nM e Kq2 = 1100 nM). O diflunisal tem dois modos de
ligagéo aos locais de ligagdo da TTR: o modo de ligacdo forward, onde o substituinte
anionico do anel hidrofilico se encontra na cavidade externa do local de ligacdo (HBP1-
HBP1’) e o anel hidrofébico se encontra na cavidade interna (HBP3-HBP3’), e 0 modo de
ligacdo reverse, onde o anel hidrofébico se encontra na cavidade externa do local de
ligacdo. Devido ao eixo C; ao longo dos locais de ligacdo, um segundo modo de ligacao
relacionado a simetria esta presente para ambas as conformacgfes. Portanto, para cada
local de ligagdo, o diflunisal liga-se através de quatro conformacdes, com igual
percentagem de ocupacao: as conformacdes forward e reverse e cada uma com respetivo
modo de ligagao simetricamente equivalente, forward’ e reverse’ respetivamente (Figura
1.2.6). O modo de ligagéo forward aumenta as interagdes hidrofébicas e as de van der
Waals entre o diflunisal e a cavidade interna do local de ligagdo da TTR, por ser uma
cavidade hidrofobica. Por outro lado, no modo de ligacao reverse aumentam as interagoes
eletrostaticas entre o grupo carboxilico do diflunisal e o oxigénio da cadeia lateral da
treonina-119 e o da cadeia principal da alanina-108, na cavidade interna do local de
ligacdo da TTR.”™

E@
A
THR-119
SER-11
SER-11

Figura 1.2.6 - Representacdo dos quatro modos de ligacdo do diflunisal nos locais de ligacéo da

HR-119

tiroxina na TTR. (A) Representacéo do modo de ligacao forward e forward’. (B) Representacéo do
modo de ligagao reverse e reverse’. As estruturas moleculares do diflunisal estdo representadas a
cinzento, com os grupos carboxilicos a vermelho e os atomos de fltor a verde. Os aminoacidos
gue compreendem os locais de ligacdo estdo representados e devidamente identificados. As
imagens (A) e (B) foram produzidas com o programa Chimera, a partir da estrutura cristalografica
do complexo wt-TTR-diflunisal (c6digo PDB: 3D2T).

O &acido flufenamico ou &cido 2-[3-(trifluormetil)anilinolbenzoico (Figura 1.2.7) é

um derivado do acido antranilico com propriedades analgésica, anti-inflamatoéria e



Introducéo

antipirética.” Este farmaco foi sintetizado pela primeira vez por Gunter Metz’’, contudo
ele ainda néo foi aprovado pela FDA. As a¢Bes anti-inflamatérias do acido flufenadmico
ocorrem, principalmente, através da reducao da sintese de prostaglandinas, pela inibi¢cao

das enzimas ciclo-oxigenases.

ZT

Figura 1.2.7 - Estrutura molecular do composto &cido flufendmico. A imagem foi produzida no
programa ChemDraw Ultra 12.0.

Comparativamente com o diflunisal, o &cido flufendmico tem maior afinidade de
ligagdo e mostra ser mais seletivo para a wt-TTR.™ O &cido Flufenanico liga-se aos dois
locais de ligacao equivalentes da wt-TTR (cédigo PDB: 1BM7) com cooperatividade
negativa (Ka1 = 30 nM e Kg = 255 nM).”® Para cada local de ligacdo da TTR, o &cido
flufenanico tem quatro conformacdes de ligacdo diferentes, com aproximadamente a
mesma taxa de ocupacgédo: a conformacgao cis, a conformacao trans e os respetivos modos
de ligacdo simetricamente equivalentes, cis’ e trans’ respetivamente (Figura 1.2.8). Nas
quatro conformacgdes do acido flufenamico, o substituinte -CF3 ocupa a cavidade interna
do local de ligagdo (HBP3-HBP3’). Os dois anéis aromaticos do farmaco encontram-se
numa conformacao de baixa energia na cavidade intermédia do local de ligacdo (HBP2-
HBPZ2’). Por fim, o grupo carboxilico ocupa a cavidade externa do local de ligagéo (HBP1-

HBP1'), interagindo com as cadeias laterais dos residuos de lisina-15.7®
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Figura 1.2.8 - Representacdo dos quatro modos de ligacdo do acido flufendmico nos locais de

ligacédo da tiroxina na TTR. (A) Representacdo do modo de ligacéo cis e cis’. (B) Representacao
do modo de ligagdo trans e frans’. As estruturas moleculares do &cido flufenamico estdo
representadas a cinzento, com os grupos carboxilicos a vermelho e os atomos de fltor a verde.
Os aminoécidos que compreendem os locais de ligagdo estdo representados e devidamente
identificados. As imagens (A) e (B) foram produzidas com o programa Chimera, a partir da

estrutura cristalografica do complexo wt-TTR-4cido flufendmico (cédigo PDB: 1BM7).

Assim como todos os AINEs, o diflunisal e o acido flufenamico tém efeito adversos,
como lesdes na mucosa gastrica, disfuncdo renal e insuficiéncia cardiaca congestiva, o
gue pode comprometer o tratamento com estes farmacos.”

O AG10 ou acido 3-(3-(3,5-dimetil-1H-pirazol-4-il)propoxy)-4-fluorobenzoico é
uma molécula pequena, em investigacdo, derivada de um composto de partida, que foi
considerado um dos melhores hits da experiéncia de high-throughput screening, com fim
a encontrar novos estabilizadores do tetrdmero TTR (Figura 1.2.9). O AG10 é um
estabilizador altamente potente e seletivo para a wt-TTR e para a Vall22lle. Para além
disto, o0 AG10 previne a dissociagdo da Vall22lle plasmético de pacientes com hATTR-
CM e protege de forma eficaz os cardiomiécitos humanos da toxicidade amiléide.®°
Atualmente, o AG10 estad na fase Illl dos ensaios clinicos e os ensaios da fase II,
envolvendo pacientes com sintomas de hATTR-CM, demonstraram que o AG10 é bem

tolerado e aumenta a TTR no plasma, de forma dose-dependente.8!

OH
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Figura 1.2.9 — Estrutura molecular do composto AG10. A imagem foi produzida no programa
ChemDraw Ultra 12.0.

Comparando o AG10 com o diflunisal e o &cido Flufenanico, o AG10 mostra maior
afinidade com a wt-TTR, pelo que as constantes de dissociacdo sdo Kq1 =4.8 nM e Ky =
314 nM.& O AG10 liga-se aos dois locais de ligacdo da TTR (cédigo PDB: 4HIQ) com
cooperatividade negativa e através de apenas duas conformacgdes: a conformagéo normal
e a sua respetiva conformacao simetricamente equivalente. Nesta conformacéao, o pirazol
encontra-se na cavidade interna do local de ligagdo da TTR (HBP3-HBP3’) e o anel
aromatico com o flior e o grupo carboxilico encontra-se na cavidade externa do local de
ligagcdo (HBP1-HBP1’) (Figura 1.2.10).%°

THR-106 = £ THR-106

Figura 1.2.10 - Representacdo dos dois modos de ligagdo do AG10 nos locais de ligacdo da
tiroxina na variante Vall22lle-TTR. As estruturas moleculares do AG10 estdo representadas a
cinzento, com os grupos carboxilicos e o oxigénio a vermelho e os atomos de fldor a verde. Os
aminoacidos que compreendem os locais de ligacdo estdo representados e devidamente
identificados. A imagem foi produzida com o programa Chimera, usando a estrutura cristalografica
do complexo Vall22lle-TTR-AG10 (c6digo PDB: 4HIQ)
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1.3. Objetivo

O fldor tem propriedades que o tornam num elemento muito interessante para a
Quimica Medicinal. A fluoracdo de compostos permite modular as propriedades fisico-
guimicas, as propriedades farmacocinéticas e até mesmo a as interacdes e a afinidade
aos recetores. Deste modo, escolheram-se trés compostos fluorados, tendo diferentes
racios de fluor: AG10, diflunisal e acido flufenamico. S&o trés compostos conhecidos por
se ligarem aos dois locais de ligacdo da tiroxina na proteina TTR e desta forma
estabilizarem a forma nativa tetramérica da proteina. O objetivo deste trabalho é o estudo
das interacOes destes compostos nos locais de ligagdo da wt-TTR e o envolvimento do
fldor, presente nos diversos compostos, nas interacdes feitas no complexo. Para tal,
utilizou-se uma das vastas aplicacdes na Ressonancia Magnética Nuclear: ensaios de
titulacdo usando o RMN de fltor (**F-RMN). Para completar e ajudar a interpretar os
resultados obtidos nas experiéncias de **F-RMN, foi utilizada uma técnica experimental,
a Calorimetria de Titulacé@o Isotérmica (CTI) e uma técnica computacional, a modelacao
molecular usando o programa UCSF Chimera.
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Materiais e Métodos

2.1 Materiais

A TTR foi expressa e purificada pelo grupo de investigacdo de Quimica Bioldgica
do Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra.

Os compostos usados sdo de origem comercial, com exce¢do do AG10. O
diflunisal foi adquirido & Acros Organics e o acido flufenamico foi adquirido & Sigma
Aldrich.

O AG10 foi sintetizado e fornecido pelo grupo de investigacdo de Quimica

Orgénica do Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra.
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2.2 Métodos

2.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, mais conhecida por
Espectroscopia RMN, é uma das mais poderosas e vantajosas ferramentas para elucidar
a estrutura, as interagfes e a dindmica das moléculas.

A Ressonancia Magnética Nuclear é uma ferramenta versatil para a analise de
interacdes proteina-ligante. As experiéncias de RMN podem fornecer informacdes sobre
0s complexos proteina-ligante, incluindo detalhes estereoquimicos, velocidades de
alteracdo conformacional e identificacdo de interacdes entre os ligantes e a proteina a
nivel atbmico.8?

Uma vez que os farmacos fluorados sdo cada vez mais comuns na inddstria
farmacéutica, a espectroscopia RMN de fltior®3-8¢ também referida como *°*F-RMN, é uma
ferramenta poderosa, com varias aplicacdes na investigacdo farmacéutica, tais como:
elucidacdo da estrutura de moléculas pequenas, averiguacao do estado de pureza dos
compostos, triagem de pequenas moléculas contra um alvo bioldgico e estudo de
interagGes alvo-farmaco.® O nucleo de flior tem propriedades que o tornam muito atrativo
em estudos por RMN de ligagéo de ligantes a proteinas, tais como: o flior possui apenas
um isétopo natural, *°F, o nimero quantico de spin é igual a 1/2, € 100% abundante na
natureza e tem sensibilidade geral igual a 83% da sensibilidade do H.8287” O ®F-RMN
também é caracterizado por uma gama extremamente ampla de desvios quimicos,
comecando nos -448 ppm do CIF até aos +865 ppm do F,0,.8” A alteracdo de desvio
guimico é altamente sensivel a mudancas na estrutura molecular e a interacdes
moleculares envolvendo a molécula fluorada.®?

Uma vez que o desvio quimico do *F-RMN ¢é altamente sensivel a mudancas do
ambiente quimico, o uso da espectroscopia °F-RMN em estudos de interacdes ligante-
proteina tem recebido grande atencéo. Estes estudos normalmente séo feitos por ensaios
de titulagdo usando o RMN. A obtencéo dos sinais de RMN dos ligantes livres, geralmente
de baixo peso molecular, é essencial antes de obter os sinais de RMN dos ligantes a
interagir com o recetor. Quando uma experiéncia de titulacdo de °®F-RMN é realizada,

onde o ligante é titulado para uma solugdo com a proteina, obtém-se diferentes espetros
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de ®F-RMN. Comparando com o espetro do ligante livre, podemos observar alteracdes
dos desvios quimicos dos sinais do fluor, que se devem a alterag6es no ambiente quimico
do atomo de fldor, e alteracdes na largura a meia altura do sinal, que se devem a
contribuicdo do fenédmeno de troca quimica entre estados livre e ligado. Se estas
alteracdes forem observaveis, significa que o ligante interage com a proteina e que o fltor
pode estar envolvido na interacdo entre o ligante e a proteina. Os parametros que podem
ser medidos e que sao influenciados pela ligacdo do ligante ao recetor sdo os desvios
guimicos, integrais dos sinais, tempo de relaxacdo transversal (T2), Efeito Nuclear de
Overhauser, coeficientes de difusdo molecular (usando sequéncias de impulsos de RMN
apropriados) e, possivelmente, constantes de acoplamento de spin, se as larguras de
linha forem estreitas o suficiente para os resolver.2” No entanto, os dois parametros que
sdo medidos com maior frequéncia séo os desvios quimicos e a largura a meia altura do
sinal RMN.

O fendmeno de troca quimica é resultado da transferéncia do nuicleo em
observacao entre estados com ambientes quimicos distintos. Em RMN, podem ser
definidos diferentes regimes de troca em funcdo de diferentes parametros RMN. O
parametro RMN mais comummente considerado é o desvio quimico. Neste caso, é
normal definir trés regimes caracteristicos de troca quimica: troca rapida, troca lenta e
troca intermédia (Figura 2.2.1). Os parametros que caracterizam o regime de troca
guimica de uma interacao proteina-ligante séo a constante de velocidade de troca, Kex, €

a diferenca de desvio quimico entre os estados livre e ligado do ligante, A5.%8

Pg
Regime de troca
lenta

t a8 —-'
Regime de troca

M— intermédia

ISR

Regime de troca
rapida

5, 55

Figura 2.2.1 - Representacdo esquematica de trés regimes de troca quimica, em fungéo do desvio
quimico. F indica os sinais do composto na forma livre e B os sinais do composto na forma ligada

ao recetor. Imagem adaptada do trabalho de Hazime Sait6.8°

27



28

Capitulo 2

Se a interacdo estiver em regime de troca rapida, o0 kex € muito maior que Ad e o
sinal de RMN aparecera a um desvio quimico que é a média ponderada pela respetiva
populacdo dos desvios quimicos dos estados livre e ligado do ligante. Se a interacao
estiver no regime de troca intermédia, 0 kex€ comparavel em magnitude a Ad e o sinal de
RMN torna-se muito mais largo, apresentando uma contribuicdo significativa da
velocidade de troca quimica para a largura de linha a meia altura. Se a interacéo estiver
em regime de troca lenta, 0 kex € muito menor que Ad e sdo observados dois sinais com
diferentes desvios quimicos correspondentes aos estados livre e ligado do ligante.®® Estas
alteracdes nos desvios quimicos dos sinais, apos a ligacao do ligante a proteina, podem
ocorrer como resultado de efeitos eletrostaticos, por indugdo de campos elétricos ou
efeitos de anisotropia magnética por grupos carboxilicos ou anéis aromaticos.®’

Quando um ligante interage com uma proteina, ambas as estruturas sofrem
alteracdes. Estas alteracdes estruturais refletem-se numa variedade de parametros
fisicos ou observaveis do RMN, incluindo o parametro de relaxagéo transversal (T2).
Também existe a relaxacdo longitudinal, T1, que resulta da estabilizacdo do valor de
equilibrio da magnetizacéo nuclear ao longo do eixo do campo magnético, eixo z. O T1 €
responsavel pela perda da intensidade do sinal. A relaxagéo transversal, T, resulta do
decaimento da magnetizacdo dos spins nucleares ao longo do plano xy, ou seja,
perpendicularmente ao campo magnético aplicado. A relaxacao T, ndo afeta o total de
magnetizacdo ao longo do eixo z e é responsavel pela largura do sinal de RMN a meia

altura, Aviz2, segundo a expressdo (2.1):9%

1
Av 12 = F (21)

2

Ou seja, quanto maior for o T» de uma molécula, mais estreitos seréo os sinais de
RMN dela. Em regra geral, moléculas com maior peso molecular apresentam uma maior
largura de sinal a meia altura e as moléculas de menor peso molecular apresentam sinais
mais estreitos.®? O peso molecular, My, esta relacionado com o tempo de correlagéo da
molécula, tc, que é o tempo necessario para que a molécula gire, em solu¢éo, cerca de

um radiano.®%°! Esta relacédo é demonstrada pela seguinte expresséo (2.2):%
T. = 10712 x My (2.2)

Uma vez que, o tempo de relaxacédo transversal de uma molécula depende do seu

tempo de correlacéo, também existe uma correlagéo (2.3) entre estas duas variaveis:*!
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== (ﬂ)z 7. (2.3)

Onde, wq é a frequéncia de Larmor na presenca de um campo dipolar magnético
aleatério.”* Desta expressdo retira-se que o tempo de correlacdo de uma molécula é
inversamente proporcional ao T, isto €, quanto maior o t., mais rapido sera o decaimento
da relaxacao do sinal de RMN (Figura 2.2.2).

10 ~ N Moléculas
& pequenas

e i T1
107 N A
T, T, N

102

Moléculas grandes,

102 polimeros e proteinas

10 -

10 + Solidos

| 1 | 1 | 1 | 1 1
102 10" 10" 10° 10® 107 10% 10° 10°
T (tempo de correlagio)
aumento da viscosidade ou tamanho moleculat —

Figura 2.2.2 - Tempo de relaxag¢do em funcao do tempo de correlagdo. Ha medida que o tempo
de correlacdo aumenta, o tempo de relaxacéo transversal diminui. Imagem adaptada do trabalho
de Hans J. Reich.®*

Assim sendo, moléculas com pesos moleculares maiores, como € o caso das
proteinas, terdo t. maiores, T2 menores e, por isso, apresentardo sinais de RMN mais
largos. Portanto, quando um ligante, que é uma molécula de baixo peso molecular,
interage com uma proteina, adquire algumas das suas propriedades, tais como

diminuicdo do T e, consequentemente, um aumento da largura do seu sinal a meia altura.

2.2.2 Espectroscopia de Absorcao no UV-Visivel

A espectroscopia de absor¢cdo no ultravioleta-visivel (UV-visivel) € uma das
ferramentas mais usadas para analises quantitativas e qualitativas. O uso do
espectrofotbmetro para determinar a extensdo da absor¢cdo de luz a diferentes
comprimentos na gama do ultravioleta ou visivel de uma dada solugédo, é comummente

conhecido espectrofotometria.®> A espectrofotometria no UV-visivel é usada,
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normalmente, para determinar a concentracdo e o coeficiente de extingdo molar de
proteinas e farmacos em solucgéo.

A espectroscopia de absor¢do no UV-visivel baseia-se no facto de os compostos
absorverem radiacao de luz, num comprimento de onda especifico. Quando certos grupos
guimicos de uma molécula sdo expostos a radiacdo UV-visivel, uma fracdo da energia da
luz é absorvida pela molécula e os seus eletrdes sdo promovidos do estado fundamental
para o estado excitado (Figura 2.2.3). O espectrofotometro regista a diferenca entre a
intensidade da luz inicial e da luz emergente apds atravessar a solucdo em andlise,
resultando num espetro de absorvancia (A) em funcdo do comprimento de onda (A). O
grupo funcional da molécula responséavel pela absorcao de luz designa-se por cromoforo.
O comprimento de onda no qual o croméforo absorve luz depende da diferenga de energia

entre o estado fundamental e os estados excitados.%

y % o* anti-ligante

— y § T ¥ anti-ligante

— n ndo-ligante

Energia

— mtligante

— o ligante

Figura 2.2.3 — Representagdo de quatro tipos de transicdes eletrénicas em espectroscopia de
absorgdo no UV-visivel. A azul claro esta representada a transicdo c—0o*, a vermelho a transicao

T—T1, a azul escuro a transicdo n—1* e a verde a transigcdo n—ao*.

A absorvéancia (A) de uma amostra esta relacionada com a Transmitancia (T), de
acordo com a equacgdo 2.4. A transmitdncia é a razdo entre as intensidades da luz

transmitida (1) e incidente (lo), definida como I/lo.
I
A= —log(T) = —log(a) (2.4)

A absorvancia também esta relacionada com a concentragdo do cromoforo, de
acordo com a Lei de Beer-Lambert. A Lei de Beer-Lambert correlaciona o coeficiente de
extingdo molar (em M cm?), €, a concentragdo molar do croméforo (em M), c, e a largura

da cuvete (em cm), | (equacgédo 2.5).

A= ecl (2.5)
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Para determinar a concentra¢éo molar de uma molécula em solugédo, € necessario
conhecer o coeficiente de extingdo molar (¢) dessa molécula, ao comprimento de onda
de observacdo, e determinar experimentalmente a absorvéncia da solucdo a esse
comprimento de onda. Para determinar o coeficiente de extingdo molar (¢) de uma
molécula, € necessério registar a absorvancia de diferentes solugbes de concentracao
conhecida dessa molécula, sendo o € determinado a partir do declive da reta absorvancia
versus concentragao.

Tanto as ligagBes peptidicas como os aminoacidos fenilalanina, triptofano e
tirosina sdo os principais croméforos de uma proteina, dai as proteinas absorverem luz
na regido ultravioleta do espetro. As ligacGes peptidicas absorvem na regido de UV
distante, abaixo dos 230 nm, devido as transicoes eletronicas n—1* e T—T*, e 0S
aminoacidos aromaticos absorvem na regidao UV proxima, entre os 250 e os 290 nm,
devido a transi¢éo eletronica mT—1* do sistema eletronico deslocalizado que constitui as

suas cadeias laterais.%

2.2.3 Calorimetria de Titulacao Isotérmica

A Calorimetria de Titulag&do Isotérmica (CTI) € um método universal para medir
parametros termodindmicos de interacbes moleculares. Baseia-se na detecdo da
libertacdo ou absorcéo de calor que acompanha um processo de interacdo molecular, a
temperatura e pressao constantes. O CTI é a Unica ferramenta analitica, que, numa
experiéncia apenas, fornece um perfil termodindmico completo de uma interacdo
molecular, isto €, consegue fornecer a contante de dissociacdo (Kg), a variacdo da
entalpia (AH), a variacdo da entropia (AS) e a estequiometria de ligacdo (n).°” A partir
destes valores é possivel determinar a energia livre de Gibbs (AG) para o processo.

Um calorimetro CTI consiste em duas células, a célula da amostra e a célula da
referéncia, revestidas por uma capa adiabatica, e uma seringa de precisdo, que injeta
solugdo na célula da amostra. Ambas as células sédo constantemente monitorizadas pelo
instrumento para manter o equilibrio térmico e a célula da referéncia serve como
referéncia de temperatura para as medi¢cdes. A experiéncia é realizada titulando a solucao
da seringa para a solucdo da célula da amostra. A interacdo entre as moléculas e
consequente troca de calor na célula da amostra resultara numa diferenca de
temperaturas entre a célula da amostra e a célula da referéncia. A energia necesséria
para o instrumento repor o equilibrio térmico entre as células corresponde ao calor

trocado.%®
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As interag6es bioquimicas mais comuns estudadas em experiéncias de CTI sédo
as interagbes proteina-proteina, proteina-ligante, proteina-acido desoxirribonucleico
(ADN), proteina-peptideo, proteina-lipido, enzima-inibidor, hidrato de carbono-proteina e
acido nucleico-proteina. Em qualquer dos casos, é essencial que as solu¢des de titulante
e titulado estejam nas mesmas condigbes experimentais. Normalmente, é usado um

tampéao de pH onde a proteina foi dialisada.

2.2.4 UCSF Chimera

O programa Chimera é um programa computacional, que permite a visualizagdo
interativa e analise de estruturas moleculares e dados relacionados, tais como mapas de
densidade de carga, montagens supramoleculares, alinhamento de sequéncias,
resultados de docking, trajetérias de dinamica molecular e conjuntos conformacionais.®®

O programa aceita ficheiros em formato PDB (Protein Data Bank), que séo
constituidos pelas coordenadas cartesianas (X,y,z) dos atomos que constituem uma
estrutura molecular.

O uso do Chimera neste trabalho permitiu fazer alguns estudos simples de
modelacdo molecular, por exemplo, determinar distancias entre os atomos de fldor dos
ligantes e diferentes atomos de residuos de aminoacidos nos locais de ligacdo da TTR,
com o0s quais interagiam, bem como visualizar as estruturas moleculares e as
conformacg0Oes adquiridas pelos ligantes.

A versdo do programa utilizado foi a verséo 1.13.1.
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2.3 Procedimentos Experimentais

2.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear

Todas as experiéncias de RMN foram realizadas no espectrémetro de
Ressonéncia Magnética Nuclear Bruker Avance lll, que opera a frequéncia de protéo de
400 Hz.

De modo a atribuir espetros aos compostos diflunisal, acido flufenamico e AG10
e verificar os seus estados de pureza, fez-se varias experiéncias de RMN, tais como:
Ressonancia Magnética Nuclear de protdo (*H-RMN), Ressonancia Magnética Nuclear
de carbono-13 (**C-RMN), Distortionless Enhanncement by Polarization Transfer (DEPT)
135, DEPT 90, Correlation spectroscopy (COSY), Heteronuclear Single-quantum
correlation spectroscopy (HSQC), Heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy
(HMBC) e RMN de fliior-19 (*°F-RMN).

As amostras dos compostos foram preparadas em dimetilsulféxido deuterado
(DMSO-ds), a concentracao de 72,88 mM de diflunisal, 66,88 mM de acido flufenamico e
17,93 mM de AG10. Estas amostras foram as solu¢cdes-mde usadas nas varias
experiéncias de RMN e CTI, as quais foram quantificadas por andlises quantitativas de
RMN (gRMN). O gRMN é um método de quantificagdo direta de amostras, sendo que a
relacdo fundamental é a intensidade do sinal no espectro de RMN ser diretamente
proporcional ao nimero de nicleos responsaveis por aquela ressonancia especifica.'®
Para que esta quantificag@o seja real, € necessério garantir a relaxagéo total de todos os
protdes da molécula. Por este motivo sdo usados parametros de aquisicdo especificos
para o qRMN: o tempo de relaxacdo longitudinal, que tem de ser muito longo, e o tempo
do impulso deve corresponder a um impulso de 90°, a fim de garantir que a magnetizacdo
total retoma completamente a posicdo de equilibrio antes da proxima sequéncia de
impulsos. 100

Nas experiéncias de titulacdo da wt-TTR com os compostos em estudo, seguidas
por F-RMN, foram preparadas trés solugées de wt-TTR de 50 uM, em solugédo tampao
20 mM de fosfato de sddio, 150 mM de NaCl, pH = 7.2 e 5% (v/v) de 4gua deuterada
(D20). A cada uma destas solu¢des foram adicionados volumes de diflunisal, acido
flufendmico e AG10, respetivamente, de modo a que as razfes estequiométricas finais

de wt-TTR:ligante fossem de 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1.5 e, eventualmente, 1:6, e a percentagem
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final de DMSO-ds ndo ultrapassasse 0s 5%. As amostras de proteina foram quantificadas
por espectroscopia de absor¢cdo no UV-visivel através do espectrofotometro Spectronic
Unicam UV500. A absorbéancia foi lida ao comprimento de onda 280 nm, usando o
coeficiente de extingdo molar 77600 M* cm™,10

Os espetros de RMN das varias experiéncias foram processados e analisados no
programa MestReNova v6.0.2-5475.

2.3.3 Calorimetria de Titulacdo Isotérmica

Todas as titulagGes foram feitas no MicroCal™ VP-ITC. Foram realizadas duas
titulacdes diferentes: uma titulacao referente ao calor de diluicdo onde o ligante é titulado
contra o tampéo e uma titulagdo onde o ligante é titulado contra a wt-TTR. O calor de
diluicdo é posteriormente subtraido ao calor da titulacdo proteina-ligante.

Na titulacdo proteina-ligante, as amostras de diflunisal e acido flufenamico foram
inseridas na seringa, perfazendo um volume total de 600 L, e a amostra de wt-TTR foi
colocada na célula da amostra, compreendendo um volume total de 1436 uL de wt-TTR
a temperatura de 25°C. A velocidade de agitagéo das titulacdes foi de 502 rpm, a poténcia
da referéncia foi de 10 pcal/seg, o volume das injegdes foi de 10 uL, sendo que a primeira
injecao foi apenas de 4 L, e o tempo entre cada inje¢éo foi de 350 segundos, num total
de 29 injecdes.

Na titulacdo ligante-tampdao, as amostras de diflunisal e acido flufenamico foram
inseridas na seringa e a amostra de tampao foi colocada na célula da amostra, perfazendo
um volume total de 600 uL e 1436 L, respetivamente, a temperatura de 25°C. As
condicdes experimentais desta titulacao foram iguais as condicdes da titulacédo proteina-
ligante, exceto o tempo entre cada injecdo, que foi de 450 segundos.

A concentracdo das amostras dos ligantes deve ser, por norma, vinte vezes mais
concentrada que a amostra de wt-TTR. Assim sendo, as amostras de wt-TTR na forma
nativa foram preparadas em concentra¢des de 5 uM e as amostras de diflunisal e de acido
flufendmico foram preparadas em concentragbes de 100 pM, todas elas em solucéo
tampdo 20 mM de fosfato de sodio, 150 mM NacCl, pH 7.2, com 2% de DMSO. As
concentracdes das solugbes de wt-TTR, diflunisal e &cido flufendmico foram
determinadas por espectroscopia de absor¢ao no UV-visivel.

Os coeficientes de extingdo molar de ambos os compostos foram determinados
por espectroscopia de absor¢do no UV-visivel. Para os dois compostos foram preparadas

quatro solugdes de 25, 50, 75 e 100 uM, em solugdo tampao 20 mM de fosfato de sédio,
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150 mM NacCl, pH 7.2, com 2% de DMSO, a partir de solu¢gbes-mée quantificadas por
RMN. As quatro solug@es foram submetidas a espectroscopia de absor¢cao no UV-visivel,
na qual se obtiveram quatro espetros de absorcdo com um méaximo de absorcdo comum
a um comprimento de onda especifico. O declive da regresséo linear da absorvancia do
composto, no comprimento de onda especifico, em fungédo da concentracdo da amostra
corresponde ao valor do coeficiente de extingcdo molar do composto. Assim sendo, a
leitura de absorvancia do diflunisal foi feita a 252 nm utilizando o coeficiente de extin¢ao
molar de 13348 M cm? (Capitulo 6, Anexo I) e a leitura da absorvancia do &cido
flufenamico foi feita a 289 nm utilizando o coeficiente de extingdo molar de 13973,5 M*
cm? (Capitulo 6, Anexo II).

Os termogramas obtidos foram integrados usando o programa de analise de
dados Origin 7.0 modificado pela MicroCal, para trabalhar, exclusivamente, com ensaios
de CTI. Este programa permite fazer um ajuste de minimos quadrados ndo-lineares aos
dados ja processados, para modelos com multiplos locais de ligacdo, que por sua vez
permite que sejam calculados os valores das constantes de dissociagdo, estequiometria,
variacéo de entalpia e entropia dos compostos para os dois locais de ligacdo na wt-TTR.

As constantes de associacdo para cada local de ligacdo sdo dadas pelas
equacoes 2.6 e 2.7:192

K = (55) (2.6)
K = (25) (2.7)

onde [X] é a concentracdo de ligante na forma livre e f1 e f, sdo as fragcbes dos locais
ocupados pelo ligante. Portanto, a concentracao total de ligante (Xr) € dada pela equacao
2.8:102

Xr = [X] + Mr(nifi + nzf3) (2.8)

onde Mr é a concentragdo total de proteina e n € o nimero de locais de ligacao.
A quantidade de calor, Q, ap6s cada injecdo, i, para o volume da célula da

amostra, Vo, é dada pela equagéo 2.9:1%?

Q = M7Vo(nyf14H; + n,f,4AH,) (2.9)

Segundo a equagao 2.9, o valor de Q pode ser determinado para qualquer valor
de n, K e AH no fim de cada inje¢do. No entanto, o valor de Q aplica-se apenas a solucéo

contida no volume V,. Para o processo de ajuste interessa-nos a comparacao entre a
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diferenca de calor, desde a concluséo da injecédo i-1 até a conclusao da inje¢do i. Assim
sendo, é necessério fazer uma correcdo apés o fim de cada injecéo, tendo em conta o

volume de injecdo, surgindo a equacéo 2.10:1%?

4Q() = Qi) + 22 (XL _ (i — 1) (2.10)

Vo 2

O processo de ajuste de dados experimentais envolve as suposi¢cdes iniciais de
n, K e AH, o célculo de AQ(i) para cada inje¢cdo e compara¢do com o calor obtido para a
injecéo experimental correspondente, melhoria dos valores iniciais de n, K e AH pelo
método de Marquardt!®® e interacdo do procedimento descrito até que nenhuma melhoria

significativa no ajuste ocorra com a iteragdo continua.?
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Resultados e Discussao

3.1 Atribuicdo dos espetros de RMN e analise do

estado de pureza dos compostos

A fim de atribuir os varios espetros de RMN e de determinar o estado de pureza
dos respetivos compostos, sdo apresentados os espetros de *H-RMN e *F-RMN para
cada um dos compostos em andlise. As solu¢des para a realizacao destas experiéncias
foram preparadas em DMSO-ds, com excec¢do do AG10 que foi preparado em solugéo
tampao de 20 mM de fosfato de sédio, 150 mM de NaCl, com 5% (v/v) de agua deuterada
(D20) e pH 7.2.

Os espetros *H-RMN e *F-RMN de AG10 estéo representados nas Figuras 3.1.1
e 3.1.2, respetivamente. Uma vez que este composto ja esta caracterizado na literatura®,
a atribuicdo dos sinais aos respetivos hidrogénios da molécula foi feita com base nessa
caracterizacao. Para facilitar a atribuicdo dos sinais do espetro, os &tomos da estrutura
guimica do AG10 foram numerados e os sinais do espetro 'H-RMN correspondentes ao

AG10 foram identificados com os numeros dos &tomos a que correspondem.
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Figura 3.1.1 - Espetro de *H-RMN do composto AG10 e respetiva atribuicao. A estrutura quimica
do AG10 estéa representada do lado esquerdo, com a numeragédo dos atomos e respetiva atribuicao
dos sinais no espectro *H-RMN. O espetro de *H-RMN do AG10 (17.93 mM) foi adquirido aos 298
K (Kelvin), em D20 e a 400.13 MHz no espectrometro de RMN Bruker Avance lIl.
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O AG10 apresenta apenas um atomo de flior na posi¢édo orto do anel aromético.
Assim sendo, o seu espetro de °F-RMN apresenta apenas um sinal, com desvio quimico
igual a -131.94 ppm (Figura 3.1.2).

-131.94

A i g M o WW
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1315
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Figura 3.1.2 - Espetro de ®F-RMN do composto AG10. A numeragdo do sinal foi atribuida de
acordo com a numeragédo dos atomos do AG10, representada na Figura 3.1.1. O espetro de 1°F-
RMN do AG10 (17.93 mM) foi adquirido aos 298 K, em D20 a 376.47 MHz no espectrometro de
RMN Bruker Avance Il e com desacoplamento em protéo.

Na Tabela 3.1.1 estéo representados os desvios quimicos dos sinais dos espetros
de H-RMN e °F-RMN e a respetiva identificacdo com o nimero do atomo do AG10 a
gue correspondem, de forma a simplificar a compreenséo e atribuicdo dos espetros. Para
os protdes ndo equivalentes, € apresentada a constante de acoplamento, em Hertz (Hz).
Os acoplamentos spin-spin entre protdes vizinhos, que dao origem as constantes de

acoplamento, permitem confirmar atribuicdo dos sinais aos atomos do AG10.

Tabela 3.1.1 — Valores dos desvios quimicos (ppm) e constantes de acoplamento para AG10,
obtidos nas experiéncias de 'H-RMN e 19F-RMN.

N° atomo o (*H) ppm O (*°F) ppm Constante de acoplamento (Hz)

2 7.39 Jun = 2.01, 4.60, 8.59
3 7.12 Jun = 8.64, 11.31
6 7.47 Jun = 8.41
10 -131.94
12 4.02 Jun = 6.40, 6.40
13 1.90
14 2.50 Juwn = 7.47, 7.47

20, 21 2.04
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No caso do diflunisal, obtido comercialmente, a atribui¢cdo dos espetros RMN e a
verificag@o do seu estado de pureza foi possivel realizando um conjunto diversificado de
experiéncias, para além da 'H-RMN e °F-RMN, tais como **C-RMN, DEPT 90, DEPT
135, COSY, HSQC e HMBC (Capitulo 6, Anexo lI).

Conjugando toda a informacao recolhida das experiéncias de RMN realizadas, foi
possivel fazer a atribuicao fidedigna dos sinais do espetro *H-RMN aos respetivos &tomos
de hidrogénio do diflunisal. Esta atribuicdo é mostrada na Figura 3.1.3 e sumariada,

juntamente com as constantes de acoplamento, na Tabela 3.1.2.
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Figura 3.1.3 - Espetro de *H-RMN do composto diflunisal e atribuicdo dos sinais. Os sinais estéo
identificados com os numeros dos respetivos hidrogénios, conforme indicado na estrutura do
diflunisal, do lado esquerdo. O espetro de 'H-RMN do diflunisal (72.88 mM) foi adquirido aos 298
K, em DMSO-ds e a 400.13 MHz no espectrometro de RMN Bruker Avance Il

O diflunisal possui dois atomos de fliior, em posi¢cdes ndo equivalentes de um dos
anéis aromaticos, apresentando, por isso, diferentes desvios quimicos. Assim sendo, 0
espetro de *°*F-RMN ser& constituido por dois sinais, cada um correspondente a um fltor
(Figura 3.1.4), um a -110.97 ppm e outro a -114.32 ppm. Contudo, ndo é possivel
distinguir o atomo de flior a que corresponde cada sinal, por ndo haver informacao
suficiente. Desta forma, na Figura 3.1.4 ndo foram atribuidos os niumeros 15 e 16 aos
dois sinais apresentados.
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11096
11098
11431
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Figura 3.1.4 - Espetro de *F-RMN do composto diflunisal. O espetro de ®F-RMN do diflunisal
(72.88 mM) foi adquirido aos 298 K, em DMSO-ds, a 376.47 MHz no espectrometro de RMN Bruker

Avance Il e com desacoplamento em protéo.

Na Tabela 3.1.2 sdo apresentados os desvios quimicos dos sinais dos espetros
de H-RMN, *C-RMN e *F-RMN e a respetiva atribuicdo ao atomo correspondente em
diflunisal. Também sdo apresentadas as constantes de acoplamento dos protdes nao
equivalentes e dos &tomos de fldor, confirmando a atribuigdo dos sinais e o impacto dos

atomos de flior na multiplicidade dos sinais do espetro de *H-RMN.

Tabela 3.1.2 - Valores dos desvios quimicos (ppm) e constantes de acoplamento de diflunisal para
1H-RMN, 13C-RMN e °F-RMN, baseados nas experiéncias realizadas e indicadas no Capitulo 2,
seccdo 2.3.1.

N° atomo & (*H) ppm 3 (**C) ppm 3 (*°F) ppm Constante de acoplamento (Hz)

114.37

2 131.25

3 6.94 126.26 Jun = 8.62

4 7.51 136.70 Jun = 8.66

5 118.65

6 7.77 161.43

7 172.57

9 124.50

10 161.22

11 7.05 105.30

12 163.74

13 6.99 113.05 Jun = 2.47, 8.60, 8.48

14 7.36 132.30 Jun = 8.80, 15.54
15, 16 -110.97, -114.32 Jrr=7.31
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Tal como para diflunisal, para o acido flufendmico também foram realizadas as
mesmas experiéncias, a fim de atribuir os espetros de RMN do composto (Capitulo 6,
Anexo V), permitindo atribuir os sinais do espetro *H-RMN aos respetivos hidrogénios do

acido flufenamico (Figura 3.1.5).
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Figura 3.1.5 - Espetro de 'H-RMN do composto acido flufenamico e respetiva atribuicéo. Os sinais
estdo identificados com os nimeros dos respetivos hidrogénios, que estdo numerados na estrutura
do acido flufenamico, do lado esquerdo. O espetro de *H-RMN do acido flufenamico (66.88 mM)
foi adquirido aos 298 K, em DMSO-ds e a 400.13 MHz no espectrometro de RMN Bruker Avance
1.

O &cido flufendmico integra um grupo -CFz num dos anéis aromaticos, sendo,
portanto, os trés 4&tomos de flior quimicamente equivalentes. Por este motivo, no espetro
19F-RMN observa-se apenas um sinal, correspondente aos trés atomos de flior (Figura
3.1.6), a-61.55 ppm.
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—61.55

Figura 3.1.6 - Espetro de °F-RMN do composto acido flufenamico. A numeragdo do sinal foi
atribuida de acordo com a numeragdo dos atomos do &cido flufenamico, representada na Figura
3.1.5. O espetro de ®F-RMN do 4cido flufenamico (66.88 mM) foi adquirido aos 298 K, em DMSO-
ds, & 376.47 MHz no espectrémetro de RMN Bruker Avance Il e com desacoplamento em protéo.

Na Tabela 3.1.3 estdo compilados o0s desvios quimicos dos sinais
correspondentes aos atomos do acido flufenamico dos espetros de *H-RMN, **C-RMN e

9F-RMN e as constantes de acoplamento entre protdes ndo equivalentes.

Tabela 3.1.3 - Valores dos desvios quimicos (ppm) e constantes de acoplamento do &cido
flufenamico para 'H-RMN, 13C-RMN e 1°F-RMN, baseados nas experiéncias realizadas e indicadas

no Capitulo 2, seccéo 2.3.1.

Ne atomo & (*H) ppm & (*3C) ppm O (*°F) ppm Constante de acoplamento (Hz)

115.12
2 146.43
3 7.17 115.84 Jun =8.11
4 7.35 135.41
5 6.82 120.19 Jun = 7.54, 7.54
6 7.86 133.04 Jun = 1.53, 7.97
8 142.75
9 7.37 124.66
10 131.29
11 7.33 117.03
12 7.44 131.67 Jun = 7.87, 7.87
13 7.23 119.81 Jun = 7.57
14 170.97
17 126.28
18, 19, 20 -61.55
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3.2 Interacdo de ligantes com a wt-TTR, utilizando
F-RMN

Os ligantes AG10, diflunisal e acido flufenamico sao trés compostos com afinidade
para os dois locais de ligacao da tiroxina na proteina TTR. O estudo da forma como eles
interagem com os locais de ligacdo da proteina, torna-se importante no sentido de
perceber as forcas envolvidas na interacdo e as conformacgdes preferenciais dos
compostos no local de ligagao.

As experiéncias de titulacédo seguidas por °F-RMN foram executadas para os trés
compostos. Sao feitas adicdes sucessivas de composto a uma amostra com proteina
transtirretina na forma nativa, de modo a gerar solu¢cdes com diferentes relactes
estequiométricas. Sempre que se adiciona composto a proteina € adquirido um espetro
1SF-RMN.

As experiéncias de titulagdo visam averiguar se existem interagdes significativas
envolvendo diretamente o flior, entre os compostos e os locais de ligagdo da proteina,
através das diferencas nos desvios quimicos e na variagdo da largura a meia altura dos
sinais de flior dos compostos na presenca de proteina.

Da experiéncia de titulacdo com o AG10, resultaram seis espetros de °*F-RMN,
cada um para uma razao estequiométrica (Figura 3.2.1). Na Figura 3.2.1 também esta

representado o espetro de AG10 na forma livre, para comparagéo.
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Figura 3.2.1 — Sobreposicdo dos espetros de ®F-RMN do composto AG10, da experiéncia de
titulacdo com a proteina wt-TTR, para as varias estequiometrias utilizadas. O espetro a vermelho
corresponde ao AG10 na forma livre. Todos os espetros de 1°F-RMN da experiéncia de titulagdo
foram adquiridos a 298 K, com 50 uM wt-TTR em solu¢éo tampé&o de 20 mM de fosfato de sddio,
150 mM de NaCl, 5% (v/v) D20, pH 7.2, a 376.47 MHz no espectrometro de RMN Bruker Avance
M.

Observando a sobreposicdo dos espetros ®F-RMN da experiéncia de titulacdo
com a proteina wt-TTR, representada na Figura 3.2.1, o AG10 parece interagir em regime
de troca quimica intermédia a rapida, isto €, a velocidade de troca € maior que a diferenca
de desvios quimicos entre o estado ligado e o estado livre do AG10. Comparando 0s
espetros da titulacdo com o espetro de **F-RMN do AG10 na forma livre, verifica-se que
ndo h& diferengcas muito significativas na variagdo de desvios quimicos dos sinais
observados (Tabela 3.2.1). Contudo, observa-se um alargamento dos sinais a meia
altura, o que significa que o AG10 interage, de facto, com a proteina. Uma vez que ndo
existe uma diferenca muito significativa de desvios quimicos entre o sinal do AG10 na
forma livre e na forma ligada, podemos concluir que o flior ndo participa diretamente em
interacdes especificas e fortes entre AG10 e proteina. Por ndo existir diferenga muito
significativa de desvios quimicos entre os sinais de AG10 nas formas livre e ligada e por
os sinais de AG10 na forma ligada serem muito largos, pode estar a acontecer a
sobreposi¢do dos sinais de °F-RMN de AG10 nas formas livre e ligada nos espetros

obtidos da experiéncia de titulagdo seguida por **F-RMN.
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Tabela 3.2.1 - Valores de desvios quimicos (8), em ppm, dos varios espetros adquiridos na
experiéncia de titulacdo do AG10 com a wt-TTR. Estes valores foram obtidos a partir da andlise
feita no programa MestReNova.

Espectro RMN S (*°F) ppm
AG10 livre -131.94
1.2 -131.92
1.3 -131.91
14 -131.91
1.5 -131.92
1.6 -131.93

A cooperatividade na ligacdo de um ligante a uma proteina com mdltiplos locais
de ligacao € um fenébmeno central em sistemas biolégicos e é observado quando a ligacao
de um ligante a um local de ligacdo altera a afinidade de ligacdo de uma segunda
molécula do mesmo ligante a um outro local de ligagdo equivalente na proteina.’** A
cooperatividade pode ser positiva, quando a afinidade de ligacdo para o segundo local de
ligacdo aumenta apés a ligacdo do ligante no primeiro local de ligacdo, ou pode ser
negativa, se a afinidade de ligacdo diminuir apés a ligacao do ligante ao primeiro local de
ligagéo.

O AGI10 interage com os dois locais de ligagdo da tiroxina na TTR com
cooperatividade negativa, ou seja, interage mais fortemente com o primeiro local de
ligacdo (Ka1 = 4.8 nM) do que com o segundo (Kq2 = 314 nM).& O AG10 pode interagir de
formas diferentes em cada local de ligacdo, dai surgir esta cooperatividade negativa, uma
vez que na estrutura cristalografica da proteina os dois locais de ligagéo sé@o equivalentes.
Além disto, este composto pode interagir a partir de dois modos de ligagéo simetricamente
equivalentes.®

Nesta experiéncia de RMN de flior n&o foi possivel nem diferenciar as interacées
em cada um dos dois locais de ligagdo nem observar uma interagdo significativa que
envolvesse diretamente o flior, dado que s6 aparece um sinal em cada espetro e ndo ha
alteracdo muito significativa do desvio quimico do sinal. Podemos intuir que as
conformacg®es com que o AG10 interage com a wt-TTR nao fazem interacdes especificas
gue envolvam diretamente o atomo de flior e que a baixa polaridade do flior podera
acomodar este &tomo em regides hidrofébicas do local de ligacdo da wt-TTR.

A distancia da interacao entre &tomos de residuos da proteina e do composto esta
relacionado com alguns parametros relativos a interacdo quimica. Por exemplo, quanto
menor for a distancia de interacdo, maior sera a energia desta e, consecutivamente, mais

estavel serd a interacdo. Assim sendo, conhecer as ligacdes de hidrogénio e os seus
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comprimentos entre os residuos da proteina e os &tomos do composto € uma mais valia
para entender a estabilidade das conformacg6es mais favoraveis do composto nos locais
de ligacéo da proteina.

A partir da estrutura tridimensional de um complexo proteina-ligante e usando o
programa Chimera é possivel identificar as ligacdes de hidrogénio e os contactos de Van
der Waals entre atomos de proteina e ligante, bem como determinar o valor das distancias
inter-atdbmicas. Este tipo de estudo foi realizado usando a estrutura cristalografica do
complexo entre AG10 e a variante Vall22lle da TTR (codigo PDB: 4HIQ). Verificou-se
qgue as duas conformacdes simétricas que o ligante pode assumir no local de ligacao
formam seis ligac6es de hidrogénio, com distancias inferiores a 3 A, com os aminoacidos
serina-117 (SER-117) e lisina-15 (LYS-15), pertencentes a duas das subunidades da
proteina (Figura 3.2.2). O uso do Chimera também permitiu mostrar que nenhuma das
conformagfes interage com os locais de ligacdo da proteina envolvendo o fldor
diretamente em ligacGes especificas, estando de acordo com os resultados obtidos por
1F-RMN e wt-TTR.

SER-117 i

Figura 3.2.2 - Representacéo das ligacdes de hidrogénio entre o AG10 e os residuos de um dos
locais de ligacdo da variante Vall22lle da TTR. As ligacdes de hidrogénio estdo representadas a
verde, bem como o valor das distancias destas ligacdes (em Angstrom). O nome de cada
aminoacido estad igualmente indicado na imagem. A imagem foi produzida com o programa

Chimera, usando a estrutura cristalografica do complexo Vall22lle-TTR-AG10 (codigo PDB:

4HIQ).

As conformacdes e as distancias das respetivas interacbes determinadas no
Chimera, mostram que ambas as conformacgdes sao estaveis nos locais de ligacdo, sendo

um dos fatores que explica a alta afinidade deste composto para a TTR.
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A titulacdo de wt-TTR com diflunisal, seguida por °F-RMN, esta representada nos
espetros da Figura 3.2.3. O nome de cada espetro corresponde a estequiometria wt-
TTR:ligante de cada titulacédo, desde a 1:1 a 1:5, com excecdo do primeiro espetro, que
corresponde ao espetro °F-RMN do diflunisal na forma livre. Os valores dos desvios
guimicos de cada sinal estdo indicados na Tabela 3.2.2.

Sinal 2 Sinal 1
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14
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Figura 3.2.3 — Sobreposicao dos espetros de °F-RMN do composto diflunisal da experiéncia de
titulacdo com a proteina wt-TTR, para as varias estequiometrias utilizadas. O espetro a vermelho
corresponde ao diflunisal na forma livre. O “Sinal 1” representa os varios sinais do lado direito dos
espetros e o “Sinal 2” representa os varios sinais do lado esquerdo dos espetros obtidos. Todos
os espetros de ®F-RMN da experiéncia de titulagdo foram adquiridos a 298 K, com 50 yM wt-TTR
em solucao tampao de 20 mM de fosfato de sodio, 150 mM de NacCl, 5% (v/v) de D20, pH 7.2, a
376.47 MHz no espectrémetro de RMN Bruker Avance Il

A partir do espetro de estequiometria 1:3 comeca a observar-se dois sinais no
espetro de °F-RMN do diflunisal em solugcdo com a wt-TTR, que vdo aumentando de
intensidade até a estequiometria 1:5. Aparentemente, a largura da linha a meia altura vai
diminuindo com o aumento de excesso de ligante (Figura 3.2.3). De forma a distinguir os
dois sinais dos espetros, designou-se os sinais do lado direito como “sinal 1” € os do lado
esquerdo como “sinal 2”. A aparéncia dos sinais permite afirmar que as interacdes estao

em regime de troca intermédia.
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Por um lado, ndo se observam alteracbes no desvio quimico significativas
comparativamente com os sinais do espetro do diflunisal na forma livre, permanecendo
nos -114.80 ppm para o sinal 1 e nos -112.30 ppm para o sinal 2 (Tabela 3.2.2). Por outro
lado, observa-se um alargamento dos sinais a meia altura. Posto isto, podemos deduzir
que o diflunisal, de facto, interage com os locais de ligagdo da wt-TTR, uma vez que ha
aumento da largura dos sinais a meia altura, contudo os atomos de flior do composto
nao participam em nenhuma interacdo especifica e forte, por ndo haver alteracao
significativa dos desvios quimicos entre os sinais do diflunisal na forma livre e 0s sinais
do mesmo na forma ligada. Podemos até mesmo supor que estamos a observar 0s sinais
do diflunisal na forma ligada e do diflunisal na forma livre sobrepostos. Apesar de os
atomos de fluor ndo participarem diretamente em interagbes especificas, a baixa
polaridade do atomo de flior pode acomodar este em regides hidrofébicas do local de

ligagdo da wt-TTR.

Tabela 3.2.2 — Valores dos desvios quimicos (ppm) dos sinais observados nos varios espetros,
adquiridos na experiéncia de titulacdo de wt-TTR com diflunisal. Estes valores foram obtidos a

partir da andlise feita no programa MestReNova.

Espectro RMN Sinal S (*°F) ppm
Diflunisal livre 1 -114.81
2 -112.29
1.3 1 -114.80
2 -112.24
1.4 1 -114.76
2 -112.24
1.5 1 -114.76
2 -112.22

Através das experiéncias de CTI realizadas (Capitulo 3, Seccao 3.3), concluimos
que o diflunisal também interage com os dois locais de ligacdo da wt-TTR com
cooperatividade negativa, com a constante de dissociacdo no primeiro local de ligacdo
(Kg1 = 35.4 nM) mais pequena do que para o segundo local (Kg2 = 1210 nM). A diferenca
de afinidades pode ser reflexo de interagfes diferentes dos ligantes nos locais de ligacao.
No entanto, nas experiéncias de titulacdo seguidas por RMN de fldor nao foi possivel
distinguir diferentes interagdes em cada local de ligagdo da wt-TTR.

O diflunisal tem quatro modos de ligacdo no local de ligacdo da wt-TTR: a forward
e 0 seu modo simétrico (forward’) e a reverse e o seu modo simétrico (reverse’).” O eixo

de simetria C, que existe nos locais de ligagdo promove a existéncia de modos de ligacao
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simétricos e, por isso, 0 modo forward interage com a proteina da mesma forma que o

modo forward’ e 0 modo reverse da mesma forma que o modo reverse’.

(@Y ®)

THR-119

Figura 3.2.4 - Representacdo das intera¢cdes mais importantes entre o diflunisal e os residuos de
um dos locais de ligagdo da wt-TTR. As liga¢des de hidrogénio estdo representadas a verde e uma
interacdo potencialmente interessante envolvendo o atomo de fltor, a laranja, bem como o valor
das distancias inter-atdbmicas para estas intera¢cdes (em Angstrom). A identificacdo de cada
aminoacido esta igualmente indicada na imagem. O modo forward esta representada na imagem
(A) e 0 modo reverse na imagem (B). A imagem foi produzida com o programa Chimera, usando

a estrutura cristalografica do complexo wt-TTR-diflunisal (c6digo PDB: 3D2T).

Comparando as interagfes observadas para cada um dos modos de ligagédo
(Figura 3.2.4), verifica-se que o modo reverse tem uma potencial interagcdo entre um
atomo de fltor e o grupo hidroxilo da cadeia lateral do aminoacido treonina-119 (THR-
119), com uma distancia inter-atémica inferior a 3 A. No modo forward, as interagdes com
atomos de fluor ndo séo significativas, uma vez que os comprimentos destas interacdes
s&o muito maiores que 3 A ou s&o interacbes com aminoacidos que nio fazem parte do
grupo dos “polares nado carregados”. Os aminoacidos pertencentes a este grupo sao
compostos por grupos hidroxilo ou grupos amida nas cadeias laterais. Por serem grupos
polares, os amino&cidos deste grupo interagem facilmente por ligacdes de hidrogénio
com os ligantes.

Nos espetros *®F-RMN resultantes da titulacédo, ndo se observa nenhum sinal que
indique uma interacé@o especifica e forte com os a&tomos de fldor do diflunisal. Posto isto,
e dada a informacdao obtida através do programa Chimera, podemos intuir que o modo de
ligacdo do diflunisal mais provavel em solucéo € o modo forward, uma vez que este modo
nao revela interagcdes significativas fortes envolvendo o atomo de flior. Caso o0 modo
predominante fosse o reverse, 0 mais provavel era observar um sinal a um desvio quimico

significativamente diferente do desvio quimico do sinal do diflunisal na forma livre, devido
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a interacdo entre o 4tomo de fluor e o residuo treonina-119. Apesar de na estrutura
cristalografica percentagem de ocupagédo ser igual para todos os modos de ligacao, o
modo forward parece mais favoravel, sendo os &tomos de fllor acomodados numa regiédo
hidrofébica da parte mais interna do local de ligacdo e o grupo carboxilico fazendo
ligacdes de hidrogénio com os dois residuos de lisina-15 na parte mais externa do local
de ligacdo, conforme se observa em muitas outras estruturas de ligantes com grupos
carboxilo em complexo com a TTR, e assim, promovendo a estabilidade do complexo. No
entanto, € certo que o diflunisal interage com a TTR, por se observar um aumento da
largura da linha a meia altura dos sinais dos atomos de flaor.

Da experiéncia de titulacdo de wt-TTR com &cido flufenamico, seguida por °F-
RMN resultaram os espetros representados da Figura 3.2.5. O primeiro espetro, “19F
RMN &cido flufenamico livre”, é o espetro de flior do composto sem proteina na amostra.
De forma a distinguir os dois sinais dos espetros resultantes da experiéncia de titulacao,

designou-se o sinal do lado direito como “sinal 1” e o do lado esquerdo como “sinal 2”.

Sinal 2 Sinal 1

19F RMN TTR:dcido Flafenamico
1:5

%941’ RMN TTR:dcido Flufenédmico

o~ N

19F RMN TTR:acido Flufenamico

WMWMJ\\W,WWWVN/\N\,MW_MM,Q,

19F RMN TTR:acido Flufenamico
12

MM{WM

19F RMN T TR:écido Flufenamico

19F RMN dcido Flufenémico hvre

. M

T T T T T T T T T T T T T T T T T
-59.2 -394 -59.6 ~-59.8 -60.0 -60.2 -604 -60.6 -60.B -61.0 EEI{.Z )-ﬁl 4 -61.6 ~-61.8 -62.0 -622 624 -62.6 -62.8 ~-63.0 -632 -634
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Figura 3.2.5 - Representacdo dos espetros de °F-RMN do composto acido flufenamico,
resultantes da experiéncia de titulacdo com a proteina wt-TTR. Cada espetro esta identificado com
diferentes cores, bem como a razéo estequiométrica proteina:ligante da mistura a que pertence.
“Sinal 1” e “Sinal 2” representam os desvios quimicos de duas conformacdes/modos de ligacdo do
ligante. Todos os espetros de °F-RMN da experiéncia de titulacdo foram adquiridos a 298 K, com
50 yM wt-TTR em solugdo tampé&o de 20 mM de fosfato de sédio, 150 mM de NaCl, 5% (v/v) de
D20, pH 7.2, a 376.47 MHz no espectrometro de RMN Bruker Avance Il
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Analisando o0s espetros obtidos através desta experiéncia para o &acido
flufen&mico, o primeiro detalhe realgado € a presenca de dois sinais em cada espetro,
uma vez que o espetro do acido flufenamico na forma livre apresenta apenas um sinal.
Para além disto, o sinal 2 encontra-se a um desvio quimico significativamente diferente
do desvio quimico do sinal do composto na forma livre. Ou seja, 0 sinal do acido
flufendmico na forma livre encontra-se a um desvio quimico igual a -62.33 ppm e o0s sinais
1 encontram-se num desvio quimico idéntico a este, contudo 0s sinais 2 situam-se num
desvio quimico perto dos -60.45 ppm (Tabela 3.2.3). Portanto, ha um deslocamento do
sinal 2 em cerca de 1.90 ppm (Tabela 3.2.3) para campo mais baixo. Outro aspeto a
realcar € o aparecimento do sinal 2 em primeiro lugar, logo no espetro da estequiometria
1:2. Por fim, é visivel um aumento da largura de linha a meia altura dos sinais na presenga

da proteina, o que significa que o &cido flufenamico esta a interagir com a wt-TTR.

Tabela 3.2.3 - Valores dos desvios quimicos (ppm) dos sinais visiveis representados nos varios
espetros, adquiridos na experiéncia de titulacdo de wt-TTR com acido flufenamico, e da diferenca
de desvios quimicos entre o sinal 2 e o sinal 1 para cada razao estequiométrica. Estes valores
foram obtidos a partir da analise feita no programa MestReNova.

Espectro RMN Sinal 8 (*°F) ppm 8 (ligado) - &

(livre) (ppm)

acido 1 -62.33 -
Flufen&mico livre
1:2 2 -60.43 1.90
1:3 1 -62.31 -
2 -60.45 1.88
1:4 1 -62.30 -
2 -60.44 1.89
1.5 1 -62.30 -
2 -60.45 1.88

Por se observar dois sinais com desvios quimicos diferentes nos espetros, é
possivel que existam dois modos de ligacéo e regimes de troca entre 0 composto e a wt-
TTR. No modo de ligagdo correspondente ao sinal 1 o &cido flufenamico estd em regime
de troca rapida e no modo de ligacao correspondente ao sinal 2, em regime de troca lenta.

Tal como acontece com o AG10 e o diflunisal, o sinal 1 do &acido flufenamico
poderd estar sobreposto ao sinal do ligante na forma livre, por ndo se observar diferenca
significativa nos desvios quimicos entre estes sinais. Por outro lado, 0 mesmo nao
acontece com o sinal 2, dado que existe um deslocamento do sinal para campo mais

baixo de, aproximadamente, 1.90 ppm. Neste caso, o deslocamento do sinal para campo
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mais baixo pode ser justificado pela existéncia de uma interacdo especifica e forte, por
exemplo, uma ligagcéo de hidrogénio entre um dos residuos do local de ligagdo da wt-TTR
e 0 atomo de flaor do acido flufenamico.

Os espectros da Figura 3.2.5 mostram claramente que o modo de ligacdo
correspondente ao sinal 2, que est4 em troca lenta, € o primeiro a ser ocupado, e so
depois é que o modo de ligacdo correspondente ao sinal 1 € entdo ocupado, estando este
em troca rapida. Consequentemente, pressupomos que o sinal 2 reflete uma interacdo
significativa que corresponde a uma das conformacdes que o ligante adquire quando
interage com a proteina. O sinal 1, em regime de troca rapida, reflete uma interacdo mais
fraca que corresponde a outra conformacdo adquirida pelo composto, uma vez que se
observa um desvio quimico muito préximo da forma livre e significativamente diferente do
modo de ligacdo anterior.

A wt-TTR tem dois locais de ligag&o ativos e, nas experiéncias de CTI realizadas
(Capitulo 3, Seccgéo 3.3), o &cido flufendmico mostrou ligar-se a ambos os locais com
cooperatividade negativa, com Kg; igual a 74.1 nM e Ky igual a 425 nM. Posto isto, existe
a possibilidade de existir diferentes modos de ligacao do ligante em cada local de ligacéo
e, consequentemente, diferentes interacfes, sendo elas mais fortes para o primeiro local
de ligacdo do que para o segundo, devido as diferencas de afinidades.

O facto de o sinal 2 ser o primeiro a aparecer na experiéncia de titulacdo seguida
por F-RMN, ser mais largo que o sinal 1, se encontrar em regime de troca lenta e estar
deslocado para campo baixo em cerca de 1.90 ppm, permite-nos afirmar que o sinal 2
representa uma interacdo mais forte e especifica com participacdo direta do atomo de
fldor. Estas caracteristicas, juntamente com o facto de o ligante ter maior afinidade para
o primeiro local de ligagdo e, por isso, interagir fortemente com ele, leva-nos a ponderar
gue este sinal possa corresponder a conformacao que o ligante adquire quando interage
com o primeiro local de ligacdo da proteina. Dado que a afinidade para o segundo local
de ligacdo € menor e o sinal 1 reflete uma interagdo mais fraca, o sinal 1 podera
corresponder a conformacgéo do ligante adquirida no segundo local de ligagdo, uma vez
gue no mesmo ja ndo se observa diferenca significativa nos desvios quimicos e esta em
regime de troca rapida.

A partir da andlise da estrutura tridimensional do complexo entre TTR e acido
flufen&mico, verifica-se que o ligante tem quatro modos de ligacéo a cada local de ligagédo
da TTR: a conformacdo trans e a respetiva forma simetricamente equivalente e a

conformacéo cis e a respetiva forma simetricamente equivalente (Figura 3.2.6)."®
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Figura 3.2.6 - Representacdo das interacfes mais importantes entre o acido flufenamico e os
residuos de aminoacidos de um dos locais de ligagédo da wt-TTR. As ligag6es de hidrogénio estédo
representadas a verde e as interagfes potencialmente interessante envolvendo o atomo de fluor,
a laranja, bem como o valor das distancias inter-atdbmicas para estas interagdes (em Angstrom). A
identificacdo de cada aminoacido estd igualmente indicada na imagem. A conformacéo cis esta
representada na imagem (A) e a conformacéo trans na imagem (B). A imagem foi produzida com
o programa Chimera a partir da estrutura cristalografica do complexo TTR-flufendmico (cddigo
PDB: 1BM7).

A informacgé&o obtida a partir da andlise com o programa Chimera indica que, em
ambas as conformacdes, um dos atomos de fldor do grupo -CFs interage com o grupo
hidroxilo do residuo serina-117 do local de ligacdo da wt-TTR. A conformacéo cis (Figura
3.2.6.A) interage com a serina-117 de um dos mondémeros da TTR, que compde o local
de ligacao, tendo esta interacido uma distancia inter-atomica de 2.84 A. A conformac&o
trans (Figura 3.2.6.B) interage com 0 mesmo residuo do outro monémero que compde o
local de ligacéo, sendo que a interagéo tem uma distancia inter-atomica de 2.90 A. Ambas
as conformac6es do ligante formam entre o seu grupo carboxilico (-COOH) e o grupo -
NH. da cadeia lateral do residuo lisina-15 uma interacdo eletrostatica e potenciais
ligagdes de hidrogénio. Adicionalmente, os atomos de flior em ambas as conformagdes
do &cido flufenamico também podem fazer ligacdes de hidrogénio com o grupo hidroxilo
do residuo serina-117. No entanto, estas conformagdes ndo séo distinguiveis por °F-
RMN. Conclui-se que os dois modos de ligacdo do acido flufenamico observados nos
espectros de ®F-RMN em solucdo aquosa ndo correspondem as conformagdes cis e
trans observadas na estrutura cristalografica (Fig. 3.2.6).

Como ja dito anteriormente, o sinal 2 pode é reflexo de uma interacéo forte e

especifica que envolve diretamente o(s) atomo(s) de flior do grupo -CFs. Portanto, o sinal
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2 pode corresponder a interagdo no local de ligagéo entre um flior e o grupo hidroxilo da
serina-117, sendo esta uma ligacdo de hidrogénio fraca.

Um exemplo semelhante ao da interagdo entre o &cido flufenamico e a wt-TTR, é
o da interagao entre o 3-fluoro-4-metilbenzamidina e a tripsina bovina (Figura 3.2.7.A).1%
Apés a ligacdo do composto ao recetor, observa-se no espetro de °F-RMN um
deslocamento do sinal do 3-fluoro-4-metilbenzamidina para campo mais baixo de,
aproximadamente, 2.8 ppm (Figura 3.2.7.B) e a interacéo esta em regime de troca lenta.?

A equipa sugere que esta grande diferenca de desvio quimico se deve a possivel

formacéo de ligacdo de hidrogénio entre o flior e o grupo -OH do residuo serina-195.

@ Ser195, gt

® free |

v T L) ) L) v L) v
-108 -110 -112 -114 -116 -118 -120
5 (°F) / ppm

GIn192

Figura 3.2.7 - Interacéo entre 3-fluoro-4-metilbenzamidina e a tripsina bovina. Na imagem (A) esta
representada a estrutura das duas conformacdes do composto no local de ligagdo, bem como a
interacdo entre o atomo de fldor e o grupo hidroxilo da serina-195 e a sua distancia interatomica.*®
Na imagem (B) esta representado o espetro de °F-RMN do 3-fluoro-4-metilbenzamidina em

solucdo aquosa, na presenca da proteina.8
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3.3 Interacdo de ligantes com a wt-TTR, utilizando
CTI

As experiéncias de CTI permitiram determinar alguns parametros termodinamicos
das interacdes entre o diflunisal e o acido flufenamico com a wt-TTR, tais como as
constantes de dissociacdo ou associacdo, variagdo de entalpia, variacdo de entropia e,
consequentemente, a energia livre de Gibbs. Estes parametros sdo essenciais para
compreender os determinantes estruturais da afinidade de ligacdo, bem como a
energética da ligacao, destes compostos aos locais de ligacdo da TTR.

Uma vez que resultados de experiéncias de CTI destes ligantes com TTR ja estédo
reportadas na literatura™’8, estas experiéncias foram importantes para confirmar os
valores da literatura e para avaliar a influéncia de condi¢des experimentais diferentes nos
valores obtidos.

A afinidade de um composto a uma proteina é geralmente elevada quando a
entalpia e a entropia contribuem favoravelmente. A contribuicdo entalpica favoravel esta
relacionada com a formacao de interacdes ndo covalentes, como ligacdes de hidrogénio,
interacdes de van der Waals e interagfes eletrostaticas, no local de ligacéo entre o ligante
e a proteina.’®® Quando favoravel, o valor da variagdo de entalpia (AH) é negativo. A
entropia é a medida de quéo uniformemente a energia térmica sera distribuida por todo o
sistema termodindmico e esta associada a trés termos entrépicos: a entropia que o
complexo proteina-ligante forma com o solvente, a entropia conformacional relacionada
com as alteracdes na liberdade conformacional da proteina e do ligante apés a ligagéo e
a entropia relacionada com a perda dos graus de liberdade de translacdo e rotacédo da
proteina e do ligante apés a formagdo do complexo.%

Uma vez que estamos perante uma proteina com dois locais de ligacdo, que
mostram ter afinidades de ligacao diferentes, sera interessante discriminar os dois locais
de ligagéo.

Os ligantes testados tém duas constantes de associacdo (ou de dissociacdo),
porque se ligam aos dois locais de ligacdo da wt-TTR. O diflunisal (Figura 3.3.1) liga-se
aos dois locais de ligacdo com cooperatividade negativa, isto &, o valor da constante de
dissociacdo para o primeiro local de ligacdo é mais pequena (Kg1 = 35.4 nM) que a
constante de dissociagdo para o segundo local de ligacdo (Ks2 = 1210 nM), ou seja, 0
diflunisal liga-se com maior afinidade ao primeiro local de ligacdo do que ao segundo local
de ligacdo. Comparando com os valores da literatura (Kq1 = 75 nM e Kg = 1100 nM)’>, o

Kq1 determinado nesta experiéncia é mais baixo (maior afinidade) que o da literatura, no
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entanto, ambas as constantes de dissociacdo sdo da mesma ordem de gradeza que as
constantes reportadas na literatura.
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Figura 3.3.1 - Titulagdo calorimétrica da wt-TTR (5 pM) com diflunisal (100 uM), obtida por CTI.
As experiéncias de CTI foram realizadas em 20 mM de fosfato de sédio, 150 mM de cloreto de
sédio, pH 7.2, 2% de DMSO e a 25 °C. O grafico superior representa as trocas de calor registadas
associadas a injecédo de diflunisal na célula contendo a solucdo de proteina wt-TTR e o gréfico
inferior apresenta a isotérmica de ligacéo correspondente aos dados do grafico superior e a melhor
curva de ajuste, a vermelho. O calor de diluicdo da solucdo de diflunisal foi subtraido aos dados
brutos. A curva de ajuste foi obtida através de regressdo néo linear aos dados experimentais, de
acordo com um modelo de dois locais de ligacdo, usando o programa de analise de dados Origin
7.0.

No caso do diflunisal, para os dois locais de ligagcdo temos a variacdo de entalpia
negativa e variacdo de entropia positiva (Tabela 3.3.1), o que significa contribuicbes
entalpicas e entrépicas favoraveis para a ligacao, envolvendo provavelmente ligagfes de
hidrogénio e interacdes hidrofébicas, contribuindo favoravelmente para a estabilidade do

complexo, tal como ja tinha sido mostrado no Capitulo 3, Seccao 3.2.
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Tabela 3.3.1 — Par&dmetros termodindmicos para a ligacdo de diflunisal aos dois locais de ligacao
da wt-TTR, obtidos a partir da experiéncia de CTI (Figura 3.3.1). Os parametros termodindmicos
foram obtidos através de regressao nao linear aos dados experimentais, de acordo com um modelo
de ligacdo a uma macromolécula com dois locais de ligacdo de ligantes, usando o programa de

analise de dados Origin 7.0.

1° local de ligagao 2° |ocal de ligagéo
Ka(M?) 2.90x10’ 8.26x10°
Ka (M) 3.45 x10°8 1.21x10°®
AH (kJ/mol) -41.11 -21.99
AS (J/mol/deg) 5.15 39.61
AG (kJ/mol) -42.59 -33.77

No entanto, verificam-se diferencas nos valores destes parametros
termodindmicos quando comparamos os dois locais de ligagdo. O segundo local de
ligacdo apresenta uma variagdo de entalpia menos negativa e uma variagdo de entropia
mais positiva, em comparagdo com o primeiro local de ligacdo. A diminuicdo da
contribuicdo entélpica e o aumento da contribuicdo entrépica para a ligacdo estdo
geralmente associados a modos de ligagdo menos especificos e com maior liberdade
conformacional. A energia livre de Gibbs para o segundo local de ligacdo € menos
negativa, isto é, a afinidade para o ligante € menor neste local. Esta explicacdo vai de
encontro ao facto de existir cooperatividade negativa na ligagdo do diflunisal aos dois
locais de ligacdo da wt-TTR, com a afinidade para o ligante do primeiro local de ligacdo a
ser maior do que no caso do segundo local.

Apesar destas diferengas termodindmicas e de ligag&do entre os dois locais de
ligacdo da wt-TTR para o diflunisal, distinguiveis por CTI, nas experiéncias de titulacao
seguidas por *F-RMN ndo se observou nenhuma diferenca significativa nos desvios
guimicos do fluor. Significa que os atomos de fltor do diflunisal ndo estdo envolvidos em
interacdes especificas e fortes entre o ligante e a proteina, que o CTI permite afirmar que
existem.

Tal como o diflunisal, o &cido flufenadmico (Figura 3.3.2) liga-se aos dois locais de
ligacdo da wt-TTR com cooperatividade negativa, com Kg: igual a 74.1 nM e Kg; igual a
425 nM. Comparando com os valores destas constantes reportados na literatura (Kq: = 30
nM e Kg, = 255 nM)’®, ambas as constantes obtidas nesta experiéncia tiveram um valor
ligeiramente mais elevado que os valores da literatura, contudo continuam na mesma

ordem de grandeza.
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Figura 3.3.2 - Titulagdo calorimétrica de wt-TTR (5 pM) com &cido flufendmico (100 uM), obtida
por CTI. As experiéncias de CTI foram realizadas em 20 mM de fosfato de sédio, 150 mM de
cloreto de sodio, pH 7.2, 2% de DMSO e a 25 °C. O grafico superior representa as trocas de calor
associadas a injecdo de 4cido flufendmico na célula contendo a solugéo de proteina wt-TTR e 0
gréfico inferior apresenta a isotérmica de ligacdo correspondente aos dados do gréafico superior e
a melhor curva de ajuste, a vermelho. O calor de diluicdo da solu¢do de acido flufendmico foi
subtraido aos dados brutos. A curva de ajuste foi obtida através da regresséo nao linear aos dados
experimentais, de acordo com um modelo de dois locais de ligagdo, usando o programa de analise
de dados Origin 7.0.

No caso do &cido flufenamico, para os dois locais de ligacao temos a variagéo de
entalpia e a variacao de entropia negativas (Tabela 3.3.2), o que significa que a interacdo
nos dois locais de ligacdo é caracterizada por ligac6es de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas (Capitulo 3, Seccdo 3.2), mas também é caracterizada contribuicbes
entalpicas favoraveis e contribuicdes entropicas desfavoraveis, muito especialmente no
caso do segundo local. Tendo em conta que a contribuicdo entalpica é favoravel e
apreciavel, a contribuicdo entropica desfavoravel, especialmente no segundo local,
podera esta relacionada com penalidades devidas a perda de liberdade conformacional

do ligante ou a perda de entropia de solvatacao.
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Tabela 3.3.2 - Parametros termodinamicos para a ligagao de acido flufenamico aos dois locais de
ligacdo da wt-TTR, obtidos a partir da experiéncia de CTI (Fig. 3.3.2). Os pardmetros
termodinamicos foram obtidos através de regressdo nao linear aos dados experimentais, de
acordo com um modelo de ligacdo a uma macromolécula com dois loais de ligacdo, usando o

programa de analise de dados Origin 7.0.

1°local de ligacéo 2°local de ligacéo
Ka(M?) 1.35x107 2.35x106
Ka (M) 7.41x108 4.25x107
AH (kJ/mol) -41.04 -49.74
AS (J/mol/deg) -1.08 -44.80
AG (kJ/mol) -40.70 -36.36

Comparando os parametros termodinamicos dos dois locais de ligagéo, verifica-
se que no segundo local de ligagédo temos os valores da variagcéo de entalpia e de entropia
mais negativos, apesar de a diferenca das entalpias n&o ser muito significativa. Podemos
entdo afirmar que as interacdes ndo covalentes entre o acido flufendmico e cada um dos
dois locais de ligacao serdo analogas ou energeticamente equivalentes. No entanto, a
diferenca de entropia observada para cada um dos dois locais de ligacao j& é significativa,
sendo a variagdo de entropia associada ao segundo local de liga¢cdo muito mais negativa
(bastante desfavoravel). Esta mais desfavoravel contribuicdo entropica associada ao
segundo local de ligacdo néo é facil de interpretar, mas podera estar associada a perda
de liberdade conformacional ou a perda de entropia de solvatacao.

Na experiéncia de titulacdo seguida por **F-RMN, um dos sinais observados, o
sinal 2, encontra-se a um desvio quimico diferente e pensamos que reflete uma
conformagé&o adquirida pelo acido flufenamico num dos locais de ligacéo, cuja interacao
envolve diretamente um dos seus atomos de flior no grupo -CF3 (Capitulo 3, Secgéo 3.2).
A analise dos dados fornecidos pela experiéncia de CTI permite-nos acreditar com mais
certeza que esta conformacgdo corresponde a adquirida pelo ligante no primeiro local de
ligacdo, uma vez que a contribuicdo entalpica significativa indica a existéncia de

interacdes especificas e fortes entre o ligante e a proteina.
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Conclusao

O papel do fldor no desenho de novos farmacos tem vindo a assumir uma
importancia crescente em Quimica Medicinal, uma vez que a inclusao de atomos de fltor
em compostos bioativos permite modular as propriedades fisico-quimicas desses
compostos e, consequentemente, otimizar as suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas.

No presente trabalho, usando uma proteina modelo — a transtirretina humana — e
um conjunto de ligantes fluorados para esta proteina, e tirando partido das caracteristicas
favoraveis da espectroscopia de RMN de **F (**F-RMN), levou-se a cabo um estudo de
caracterizacdo da participacdo dos atomos de flior nas interagBes entre ligantes e
proteina.

A hATTR-PN é uma doencga amildide com opgdes terapéuticas limitadas. A falta
de tratamentos eficazes tem levado a procura de diversos compostos que possam ligar e
estabilizar a forma nativa da proteina. A escolha dos compostos AG10, diflunisal e 4cido
flufenamico foi feita por serem estabilizadores do tetrdmero da TTR, e poderem ser bons
modelos para o estudo da interagcdo de ligantes com a TTR, permitindo obter
aprendizagens importantes para o desenho de novos farmacos.

Das experiéncias de titulagdo seguidas por °F-RMN podemos concluir que
apenas no caso do acido flufendmico existe uma interacdo especifica forte envolvendo
diretamente o fldor, uma vez que é o Unico caso entre 0os estudados em que temos
presente um novo sinal com uma alteracdo de desvio quimico muito significativa em
relacdo a forma néo ligada do composto. No &cido flufenamico, o grupo -CF; encontra-se
na posicdo meta do anel aromatico. Portanto, esta posicao parece ser interessante num
processo de desenho de novos farmacos, por existir uma interagdo com participacao
direta do fluor.

No caso do AG10, o fltor esta ligado ao anel aromatico na posi¢éo orto. Este anel
também contém um grupo carboxilico e insere-se na cavidade externa do local de ligagéo.
No caso do diflunisal, os dois atomos de flior encontram-se nas posic¢des orto e para do
anel aromético. Podemos concluir que os &tomos de flior do AG10 e do diflunisal
encontram-se em posi¢cdes em que ndo participam diretamente em interagdes especificas
com grupos funcionais do local ativo da TTR.

Das experiéncias de CTI concluimos que o AG10 é o composto com maior
afinidade de ligacdo aos dois locais de ligacdo da wt-TTR, seguido do acido flufenamico
e por ultimo o diflunisal.

Como perspetivas futuras, seria interessante fazer dinamica molecular tendo em
conta a cooperatividade negativa existente na ligacdo dos compostos aos locais de
ligacdo da wt-TTR, de modo a dar informacdes sobre a ligacdo destes compostos ao

segundo local de ligacao.
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Seria igualmente interessante desenhar novos compostos tendo em conta a
presenca de um grupo -CFs; na mesma posi¢cdo do &cido Flufenadmico e fazer estes
mesmos estudos de interagdo entre ligante e proteina e averiguar se também seria
detetavel a interagdo por **F-RMN.

Por fim, fazer o mesmo tipo de experiéncias com mais ligantes fluorados e
perceber em que outros grupos fluorados e posicdes os atomos de flior também

participam diretamente em interacdes especificas.
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Tabela 6.1.1- Valores da absorvancia retirados dos espetros do diflunisal obtidos por

espectroscopia de absorcéo no UV-visivel, para a respetiva concentracdo da amostra, aos 252 nm

e aos 600 nm. A Abscorigiza COrresponde a diferenca entre a absorvancia aos 252 nm e a

absorvancia aos 600 nm.

Abs Abs Abscorricipa  Concentracdo Concentracao
(252 nm) (600 nm) (nm) (uM) (M)
0,494 0,009 0,485 25 0,000025
0,845 -0,004 0,849 50 0,000050
1,16 0,004 1,156 75 0,000075
15 0,005 1,495 100 0,000100
ADS o rigisa VS Concentracao

1,6
1,4
1,2

ABSORVANCIA

0,8
0,6
0,4
0,2

0 0,00002

0,00004
CONCENTRACAO (M)

0,00008

y =13348x+ 0,162
R?=0,999

0,0001 0,00012

Figura 6.1.1- Regressao linear da absorvéancia corrigida do composto, a 252 nm, em funcao da

concentracao de cada amostra de diflunisal. Do lado direito € apresentada a equacédo da regressao

linear, cujo declive corresponde ao coeficiente de extingdo molar do diflunisal, bem como o

coeficiente de determinacdo (R?). Os valores de absorvancia foram determinados por

espectroscopia de absor¢édo no UV-visivel e o grafico foi produzido no programa Excel.
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Tabela 6.11.1- Valores da absorvancia retirados dos espetros do acido flufenamico obtidos por
espectroscopia de absorcéo no UV-visivel, para a respetiva concentracdo da amostra, aos 289 nm
e aos 600 nm. A Abscorigida COrresponde a diferenca entre a absorvancia aos 289 nm e a
absorvancia aos 600 nm.

Abs Abs Abscorricipa  Concentracdo Concentracao
(289 nm) (600 nm) (nm) (uM) (M)
0,373 0,013 0,36 25 0,000025
0,733 0,026 0,707 50 0,000050
1,018 0,021 0,997 75 0,000075
1,468 0,011 1,457 100 0,000100
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Figura 6.11.1 - Regresséo linear da absorvancia corrigida do composto, a 289 nm, em func¢éo da
concentracdo de cada amostra de acido flufenamico. Regresséo linear feita em funcdo dos dados
apresentados na Tabela 6.11.1. Do lado direito é apresentada a equagédo da regresséo linear, cujo
declive corresponde ao coeficiente de extingdo molar do 4cido flufenamico, bem como o coeficiente
de determinacao (R?). Os valores de absorvancia foram determinados por espectroscopia de
absorgdo no UV-visivel e o gréfico foi produzido no programa Excel.
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Tabela 6.11.2- Valores da absorvancia retirados dos espetros do acido flufenamico obtidos por
espectroscopia de absor¢do no UV-visivel, para a respetiva concentragdo da amostra, aos 289 nm
e aos 600 nm. A Abscorigida COrresponde a diferenca entre a absorvancia aos 289 nm e a
absorvancia aos 600 nm.

Abs Abs Abscorricipa  Concentracdo Concentracao
(289 nm) (600 nm) (nm) (uM) (M)
0,429 0,003 0,426 25 0,000025
0,729 -0,002 0,731 50 0,000050
1,081 0,002 1,079 75 0,000075
1,451 0,005 1,446 100 0,000100
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Figura 6.11.2 - Regresséo linear da absorvancia corrigida do composto, a 289 nm, em funcéo da
concentracdo de cada amostra de acido flufenamico. Regresséo linear feita em funcdo dos dados
apresentados na Tabela 6.11.2. Do lado direito é apresentada a equagao da regressao linear, cujo
declive corresponde ao coeficiente de extingdo molar do acido flufenadmico, bem como o coeficiente
de determinacdo (R?). Os valores de absorvancia foram determinados por espectroscopia de
absor¢éo UV-visivel e o grafico foi produzido no programa Excel.
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13C-RMN Diflunisal o
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Figura 6.1Il.1 — Espetro de 3C-RMN do composto diflunisal. O espetro de **C-RMN do diflunisal
(72.88 mM) foi adquirido aos 298 K e a 100.62 MHz no espectrémetro de RMN Bruker Avance Il
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Figura6.111.2 — Espetros DEPT 90 e DEPT 135 (A), COSY (B), HSQC (C) e HMBC (D) do composto
diflunisal. Todos os espetros do diflunisal (72.88 mM) foram adquiridos aos 298 K e no
espectrometro de RMN Bruker Avance |ll.
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ANEXO IV

13C-RMN acido Flufendmico
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Figura 6.1V.1 - Espetro de 13C-RMN do composto acido flufenamico. O espetro de 3C-RMN do
acido flufenamico (66.88 mM) foi adquirido aos 298 K e a 100.62 MHz no espectrometro de RMN

Bruker Avance lII.
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Figura6.IV.2 - Espetros DEPT 90 e DEPT 135 (A), COSY (B), HSQC (C) e HMBC (D) do composto
acido flufendmico. Todos os espetros do acido flufenamico (66.88 mM) foram adquiridos aos 298

K e no espectrémetro de RMN Bruker Avance llI.
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