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Resumo

Outrora considerado um produto téxico, reconhecem-se, hoje, a0 mondxido de carbono (CO)
efeitos bioldgicos e terapéuticos (nomeadamente anti-inflamatorios); neste sentido, desenvolveram-se
metodologias para a sua aplicacdo destacando-se as Moléculas Libertadoras de Mondxido de Carbono
(CORMs). Perspectivando a passagem a farmacos, € indispensavel elucidar os mecanismos de acgdo e
de transporte no organismo que dependem, significativamente, das interacgdes estabelecidas com
proteinas sanguineas (hemoglobina, aloumina e transferrina).

Assim, no presente trabalho, empregaram-se técnicas de Cristalografia de Raios-X e de
Espectroscopia (Ultra-Violeta/Visivel e Infra-vermelhos) para caracterizar interacces entre as
referidas proteinas (juntamente com lisozima) e possiveis CORMSs desenvolvidos pela empresa
Alfama.

Os estudos com a lisozima indicam a formacgéo de aductos com o ALF 850 confirmando-se,
por Cristalografia, a ligacdo do composto a Histidina 15 com a libertagdo de 2 moléculas de CO e
comprovando-se o respectivo efeito terapéutico. Analogamente, conseguiram-se dados indicativos da
formacdo de aductos entre a hemoglobina e o ALF 850, embora seja necessario prosseguir a
investigacdo no sentido de caracteriza-los estruturalmente.

Optimizou-se ainda a sobre-expressdo e a purificagdo da transferrina em Pichia pastoris.
Efectuaram-se varios ensaios de screening para determinar condi¢des de cristalizacdo da albumina e
da transferrina, ndo se obtendo, contudo, cristais de proteina para o seguimento dos estudos

envolvendo os CORMSs.

Termos chave: Efeitos bioldgicos e terapéuticos do mondxido de carbono; Moléculas Libertadoras de

Mondxido de Carbono (CORMS); Lisozima; Hemoglobina; Albumina; Transferrina



InteraccOes de proteinas do plasma com potenciais farmacos: estudos 3D a nivel molecular




InteraccOes de proteinas do plasma com potenciais farmacos: estudos 3D a nivel molecular

Abstract

Formerly considered as a toxic substance, carbon monoxide (CO) is nowadays recognized as
an agent with biological and therapeutic effects (namely anti-inflammatory); in this sense, several
methodologies have been developed for the application of CO with emphasis in Carbon Monoxide
Releasing Molecules (CORMS). In order to convert CORMSs into safe drugs, it is essential to know the
mechanisms of action and transport of these molecules in the organism which significantly depends on
the interactions established with blood proteins (hemoglobin, aloumin and transferrin).

Thus, in this work, X-Ray Crystallography and Spectroscopy (Ultraviolet/Visible and Infrared)
techniques were used to characterize the interactions between the mentioned proteins (as well as
lysozyme) and possible CORMs developed by the pharmaceutical company Alfama.

Structural studies by X-Ray Crystallography showed the formation of an adduct between ALF
850 and lysozyme Histidine 15 residue with the concomitant release of two CO molecules, confirming
the possible therapeutic effect of this compound. Spectroscopic data show the formation of an adduct
between ALF 850 and hemoglobin but additional structural information is necessary to confirm this
interaction.

Finally, over-expression and purification of transferrin in Pichia pastoris were optimized.
Several screening trials have been tested to establish crystallization conditions for the purified
transferrin and commercial albumin. However, protein crystals were not yet obtained to continue the
studies with CORMs.

Keywords: Biological and therapeutic effects of carbon monoxide; Carbon Monoxide Releasing

Molecules (CORMSs); Lysozyme; Hemoglobin; Albumin; Transferrin
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1.1 — Monoxido de carbono — Papel biolégico e aplicacdes

terapéuticas
1.1.1 — Caracteristicas, papel toxico e importancia

O mondxido de carbono (de formula quimica CO), gés incolor e inodoro, é reconhecido pela
maioria da populacdo por ser um poluente atmosférico e uma substancia toxica (vulgarmente
designado por “assassino silencioso”) para o Homem 2,

Na Tabela 1.1, encontram-se listadas algumas das principais propriedades do mondxido de
carbono. Como se pode observar, 0 CO possui um ponto de ebulicdo bastante baixo o que faz com
que, nas condicOes de temperatura e pressdo atmosféricas, se apresente na forma de gas. Destaca-se
ainda a sua estabilidade quimica para a qual contribui a existéncia de uma ligacdo tripla entre o

carbono e o oxigénio .

Tabela 1.1 — Propriedades do mondxido de carbono — Adaptado de *2*
Massa molecular 28.01 g/mol
Ponto de fuséo —205°C
Ponto de ebulicao —191.5°C
Temperatura de auto ignicao 606 °C

3.3 ml por 100 ml de 4gua (a 0 °C)

Solubilidade (em agua
( gua) 2.3 ml por 100 ml de 4gua (a 20 °C)

Densidade 1.250 g/L
Reactividade Inerte excepto com proteinas hémicas
Metabolismo Nenhum

O monoxido de carbono provém da combustdo incompleta de compostos ricos em carbono
(que abrangem diversas matérias e nas quais se destacam os combustiveis fosseis). Assim sendo,
embora seja produzido na Natureza, as actividades humanas iniciadas aquando da Revolucéo
Industrial e que perduram até aos nossos dias contribuem de forma decisiva para os niveis de CO
verificados na atmosfera **°.

Descoberto nos finais do século XVIII, o monéxido de carbono foi visto unicamente como
uma substancia toxica e sem interesse bioldgico durante largos anos quer pela comunidade cientifica
quer pela opinido publica. Para esta visdo negativa do CO, particularmente a demonstrada pela
sociedade e que subsiste até & actualidade, ndo se pode ignorar a influéncia de obras literérias e

cinematogréaficas e, principalmente, o papel da comunicacdo social que, variadas vezes, transmite
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pareceres de qualidade do ar elaborados por agéncias ambientais e nos quais 0 CO é um dos poluentes
mais visados ou dissemina casos de envenenamento por CO *°°,

De facto, a ac¢do do monoxido de carbono como tdxico é inegavel sobretudo devido as
interaccdes estabelecidas com a hemoglobina e desde ha muito conhecidas. Na década de 50 do século
XIX, Claude Bernard identificou que a referida ligacdo pode levar a asfixia sendo necessario avancar
cerca de 55 anos, até 1912, para John Haldane e colaboradores conseguirem elucidar o processo de
ligacdo >°.

O mondxido de carbono liga-se fortemente a hemoglobina formando carboxihemoglobina (de
sigla COHb) e diminuindo a capacidade de oxigenacdo do sangue (Figura 1.1). O oxigénio e o
monoxido de carbono competem pela ligacdo ao 4tomo de ferro na forma ferrosa (Fe**) dos grupos
hemo da hemoglobina; como a proteina possui uma afinidade para o CO entre 210 a 250 vezes maior
que para 0 oxigénio, assiste-se a ligacdo preferencial do CO o que explica a referida diminuicdo da

oxigenacao “*.

Hemoglobin carries .
oxygen and carbon dioxide Carbon monoxide
binds very tightly
. ° to hemoglobin
e 8 O
Normal 1 %
oxygenation :
: Vo Qo
Hemoglobin (* 1&] 9
Red blood cell -
9
= Oxygen and carbon dioxide
“ Carbon can no longer be carried
1) Oxygen (O») and 2) Ozand CO mo_nox.lde
carbon monoxide (CO) enter blood poisoning
are inhaled

Figura 1.1 — Esquema da ligacdo do monoxido de carbono a hemoglobina
Adaptado de http://www.empowher.com/media/reference/carbon-monoxide-poisoning e
http://www.health.com/health/library/mdp/0,,zm2552,00.html
A — Quando inalado, 0 monoxido de carbono liga-se fortemente a hemoglobina formando carboxihemoglobina
B — A carboxihemoglobina provoca uma menor oxigenacdo do sangue visto que a ligacdo do mondxido de
carbono impede o normal transporte de oxigénio até aos tecidos

Naturalmente, o decréscimo da oxigenacdo potencia situacGes de hipdxia nos tecidos (com
énfase nos que requerem grandes quantidades de oxigénio para o seu normal funcionamento como o
cérebro e o coracdo). As situacbes de hipoxia levam a sintomas diversos que incluem tonturas ou
nauseas, dificuldades respiratorias e desmaio; em casos extremos nos quais ndo existe um tratamento

eficaz, a exposigdo a CO pode mesmo levar & morte.

Como facilmente se percebe, face a sua existéncia natural, 0 organismo humano apresenta um
certo nivel de tolerdncia ao CO. Estudos indicam que niveis de COHb situados entre 15% e 20% sdo
compativeis com o transporte normal de oxigénio até aos varios tecidos; a partir destes valores
comegam a surgir os sintomas supracitados enquanto que niveis superiores a 80% sdo fatais (Figura
1.2) ¥*4,


http://www.empowher.com/media/reference/carbon-monoxide-poisoning
http://www.empowher.com/media/reference/carbon-monoxide-poisoning

InteraccOes de proteinas do plasma com potenciais farmacos: estudos 3D a nivel molecular

Weak pulse and slowed respiration:
respiratory failure and death

Coma with intermittent convulsions; depressed
respiration and cardiac function; possible death

Fainting: increased respiration and pulse;
coma with intermittent convulsions

Same as below with greater risk of collapse
or fainting: increased respiration and pulse

Severe headache: weakness; dizziness:
dim vision: nausea and vomiting: collapse

Headache: throbbing in temples

Tightness across forehead; possible headache

No symptoms

Figura 1.2 — Relacdo entre a percentagem de carboxihemoglobina e os respectivos efeitos negativos
na salide do Homem
in http://ww.emedicinehealth.com/script/main/art.asp?articlekey=138526&ref=128857

Tendo em conta que a ligacdo do CO a hemoglobina € reversivel (Equacdo 1), o tratamento
das intoxicacgBes por CO pode ser conseguido pela aplicacdo de grandes quantidades de oxigénio (por
exemplo, através de terapia hiperbarica de oxigénio) de modo a substituir o CO e a conseguir deslocar-
-se 0 equilibrio da reaccdo representada na Equacao 1 para a esquerda, ou seja, no sentido da formacao

dos reagentes .

O,Hb+ CO «—» COHb+ 0O, Equacéo 1

Deste modo, tomando em consideracdo os aspectos apresentados, compreendem-se as razdes

pelas quais o monoxido de carbono era visto como algo totalmente a evitar.

Contudo, esta realidade mudou substancialmente no inicio da segunda metade do século XX
com a descoberta da producéo endogena de mondxido de carbono. Foi entdo que se alargou o estudo
do CO a novos dominios e foi possivel compreender a sua intervengdo em muitos outros fendmenos
(Figura 1.3). Por exemplo, acredita-se que o mondxido de carbono desempenhou um papel muito
importante no surgimento da vida na Terra na medida em que a existéncia de uma atmosfera redutora

favoreceu a sintese de varias biomoléculas nomeadamente os aminoacidos 8.

Nas proximas seccOes, pretende-se aprofundar os fendmenos que envolvem o monoxido de

carbono designadamente a sua producdo enddgena e possiveis aplicagdes terapéuticas.


http://www.emedicinehealth.com/script/main/art.asp?articlekey=138526&ref=128857
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CO binds to Hb (1857)

Heme organic synthesis (1927) i,
¢ Endogenous level of CO determined (1949)
Endogenous production of heme
from glycine (1951) ¢
¢ Endogenous CO production from

Conversion of heme into Hb:egradaton (1952)
CO and biliverdin (1950-60) ¢

HO identification and its role in CO production (1968)

v

HO-1 identification (1974) Neuronal effect of endogenous CO (1993)

HO-2 identification (1986) ¢
HO-3 identification (1997) zgg!; neurotransmission by endogenous CO

HO-2 (-/-) mice (1995)
[ Vascular effect of endogenous CO (1994)
)

HO-1 (-/-) mice (1997)

Figura 1.3 — Cronologia das principais descobertas do papel biolégico do monéxido de carbono °
CO - Monoxido de carbono; Hb — Hemoglobina; HO/HO-1/HO-2/HO-3 — Hemo oxigenase/1/2/3; NANC —
Neurotransmissor ndo-adrenérgico e ndo-colinérgico

1.1.2 — Producéo endogena do monoxido de carbono

Como referido, a juntar a sua formacdo exdgena, o mondxido de carbono é produzido de

forma enddgena pela quase totalidade dos seres

- ) non-heme heme sources

vivos nomeadamente pelos mamiferos nos sources

quais se inclui o Homem. A maioria do CO  photooxidation breakdown e
lipid peroxidation of erythrocytes ¢

gerado de modo enddgeno provém da accdo de xenobiotics
enzimas designadas por oxigenases do hemo 80% 2%
(de sigla HO do inglés heme oxygenase)

embora exista uma percentagem menos ~14% 3
significativa proveniente de diferentes reacgoes

que incluem a foto-oxidacdo de compostos

organicos e a peroxidagdo dos lipidos (Figura

1.4) %10, _ i "
Figura 1.4 — Representacdo esquemdtica das fontes de

producio endégena de mondxido de carbono °
HO-1/HO-2 — Oxigenase do hemo-1/2; CO — Monoxido de carbono

Diversos estudos foram realizados no sentido da descoberta da producdo endogena de CO.
Merecem destaque as experiéncias de Sjéstrand, em 1952, que permitiram verificar a formagéo de CO

aquando da degradacéo da hemoglobina in vivo e as de Tenhunen e colaboradores que, dezasseis anos
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volvidos, em 1968, identificaram a HO como a enzima responsavel pela degradacdo do hemo
proveniente da reciclagem das proteinas hémicas e cuja accéo leva a formagéo de CO °.

Assim, a ac¢do da HO requer a presenca de NADPH e de oxigénio como

cofactores e, a partir do hemo, possibilita a sintese (em quantidades equivalentes)
de CO, de ferro ferroso (Fe*") e de biliverdina posteriormente convertida em ”5 /
bilirrubina pela enzima biliverdina redutase (Figura 1.5). Como se ira analisar, °f._ el /B

~M L
todos estes metabolitos desempenham um papel importante na manutencdo da ”é;%fm

¥
9,10,11
homeostase .
I/ ’ CH
\\/“\J/ [ COO- COO
/Q-—I\'I N= H,C ! J H;C
. = S b one 3
H;C / HsC H3;C HaC
& \ - - X ‘» \_2
Haem Biliverdin ,(\ y R R / /\;
! duct: = TN ; = =
H;C — v P / oxygenase reductase o . NMN = N e}
Fer H H H H
f/ \W
HOOC COOH
Haem Biliverdin Bilirubin

Figura 1.5 — Esquema dos produtos da degradacédo do hemo pela oxigenase do hemo — Adaptado de *™*

A — Molécula de hemo com a regido do carbono o meteno (cuja oxidagdo leva a degradacdo do hemo) assinalada
a amarelo

B — A degradacdo do hemo leva & formac&o de monéxido de carbono (CO), ferro ferroso (Fe®*) e biliverdina que
é convertida em bilirrubina pela enzima biliverdina redutase

Nos anos subsequentes, foram descobertas trés isoformas da oxigenase do hemo: oxigenase do
hemo-1 (HO-1), oxigenase do hemo-2 (HO-2) e oxigenase do hemo-3 (HO-3) cujas principais
caracteristicas e diferencas se encontram na Tabela 1.2 **2,

Tabela 1.2 — Principais caracteristicas das oxigenases do hemo (HO) 1, 2 e 3 — Adaptado de *

HO-1 HO-2 HO-3
Expresséo Indutivel Constitutiva Desconhecida
) 43% com HO-2 43% com HO-1 50% com HO-1
Homologia
50% com HO-3 90% com HO-3 90% com HO-2
. 3 Mecanismos de regulacéo Reconhecimento do
Papel bioldgico Proteccéo celular

envolvendo hemo hemo

A oxigenase do hemo-1, igualmente designada por HSP32, identificada na década de 70 do
século XX, possui 32 kDa e encontra-se localizada no reticulo endoplasmatico embora alguns dados

sugiram que pode ainda ser encontrada noutros compartimentos celulares como o nucleo e as
mitocdndrias (Figura 1.6) 3°.
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Caracteriza-se pelo facto de ser indutivel,

isto &, ser activada por uma grande variedade de Cytosol

estimulos fisicos e quimicos (Tabela 1.3)
originados por situacbes desfavoraveis ou de
perigo para a célula. Deste modo, a presenca de
dado estimulo aumenta igualmente a actividade da
HO-1 existindo diversas investigagOes indicativas
que este aumento permite as células resistirem de
forma mais eficaz as adversidades com que se
deparam e, portanto, estar incluido em mecanismos

protectores 359131415,

Figura 1.6 — Representacéo da localizagdo celular da HO-1 e da
HO-2°

BVR - Biliverdina redutase; HO-1/2 — Oxigenase do hemo-1/2; RER —
Reticulo endoplasmatico rugoso; SER — Reticulo endoplasmatico liso

Tabela 1.3 — Lista de indutores e estimulos da actividade da oxigenase do hemo-1 — Adaptado de **3

IL — Interleucina; TGF — Factor de crescimento transformante; PDGF — Factor de crescimento derivado de

plaquetas; VEGF — Factor de crescimento endotelial vascular; LDL — Lipoproteina de baixa densidade

Categoria do estimulo Exemplos

Perdxido de hidrogénio, Peroxinitrilo, Radiacdo

Geracao de stress oxidativo .
& ultra-violeta

Arsenito de sodio, Cloreto de cadmio,
lodoacetamina

Reactivos com o grupo tiol
Metais pesados Céadmio, Estanho, Chumbo
Metaloporfirinas Hemo

Oxido nitrico, a-oxihiponitrito de sédio (sal de

Oxido nitrico e derivados Angeli), Peroxinitrito

Citocinas IL-1 o/B, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13, IL-18
Factores de crescimento TGF o/B, PDGF, VEGF
Outros Hipoxia, Hiperoxia, Endotoxinas, LDL oxidada

Consequentemente, em casos de stress, assiste-se a uma alta expressdo da HO-1 na
generalidade dos tecidos de modo a conseguir-se uma proteccdo celular eficaz. Pelo contréario, em
situagcBes normais, a sua expressdo é praticamente reduzida ao baco e a células especializadas do

figado e da medula 6ssea onde se dé& a degradagdo da hemoglobina %3141
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A estrutura da HO-1 foi j& resolvida
por Cristalografia de Raios-X (Figura 1.7)
sendo possivel observar a existéncia de
varias hélices a orientadas de modo a que a
hélice distal (representada por F na Figura
1.7) se posicione junto a regido alvo da

degradacéo do hemo %',

Figura 1.7 — Estrutura da oxigenase do hemo-1 de rato (codigo PDB: 1DVE) *°

A ordenacdo das hélices (A a H) corresponde ao avanco do N-terminal até ao C-terminal

A (Azul escuro): Leul3-Glu29; B (Azul claro): Glu32-GIn38; C (Verde escuro): Arg44-Asn68; D (Verde claro):
Arg86-Tyr97; E (Amarelo): Prol09-Thrl24; F (Laranja): Leul29-Met155; G (Castanho): Prol75-Met186; H
(Vermelho): Pro193-Thr222

A oxigenase do hemo-2, identificada nos anos 80, possui 36 kDa e, tal como a HO-1,
encontra-se localizada no reticulo endoplasmatico embora pesquisas efectuadas tenham demonstrado a

sua presenca no nicleo (Figura 1.6) 3°.

A sua principal caracteristica (que a diferencia da HO-1) consiste no facto de ser constitutiva,
OU seja, a sua expressao ocorre de modo continuo independentemente da presenca ou da auséncia de
estimulos. Por outro lado, contrariamente a HO-1, a HO-2, além do dominio catalitico, exibe dominios
regulatérios capazes de promover a ligacdo ao hemo, mas sem levar a sua degradacdo. Esta
observacdo levanta a hipétese da HO-2 participar em mecanismos regulatorios que envolvam o hemo
em varios sistemas bioldgicos designadamente no cérebro onde a sua expressdo é mais significativa
(embora ndo se devam ignorar outros Orgaos
como o figado e os rins onde se registam

igualmente niveis elevados de HO-2) 359131415,

A estrutura tridimensional da HO-2 foi
também elucidada por Cristalografia de Raios-
-X (Figura 1.8) verificando-se uma estrutura
semelhante a HO-1 com a existéncia de varias
hélices o e com a hélice distal (representada por

A5 na Figura 1.8) junto a regido alvo da

degradacéo do hemo 2.
Figura 1.8 — Estrutura da oxigenase do hemo-2 humana
(codigo PDB: 2Q32) *°
A coloracdo das hélices (Al a A7) corresponde ao avanco do
N-terminal (azul) até ao C-terminal (vermelho)
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A oxigenase do hemo-3 foi a Gltima a ser identificada (nos finais dos anos 90), mas a sua
identificacdo restringiu-se a determinados 6rgdos em ratos (tal como a HO-2, salientam-se o cérebro, 0
figado e os rins). O principal elemento diferenciador face as anteriores isoformas reside na sua baixa
capacidade de metabolizar o hemo o que levanta dividas em relagdo ao seu papel biolégico. Contudo,

N

atendendo a elevada homologia com a HO-2, é possivel que desempenhe também funcdes de
reconhecimento e de ligacdo do hemo. Por outro lado, a homologia com a sequéncia proteica da HO-2,
aliada ao facto do gene da HO-3 possuir unicamente exdes, permite acreditar que o surgimento da HO-
-3 seja o resultado do fendmeno de retrotransposicdo do gene da HO-2 o que parece corroborar as

funcdes que lhe sdo atribuidas >°

Em conclusdo, a HO desempenha um papel fundamental no metabolismo do hemo e

consequentemente na manutencdo da homeostase. Se ao inicio se acreditava que a accdo da HO se
Cellular Functions

limitava a simples regulacdo dos niveis de hemo presentes
no organismo, gradualmente foi-se percebendo a

existéncia de um controlo apertado entre 0 hemo, a HO e

formation acting
Heme — Heme T co

proteins  ‘Scavenging

0s produtos provenientes da sua accdo que, muito mais

que garantir os niveis de hemo adequados, se revela
absolutamente necessario para o correcto funcionamento
celular em grande parte devido aos efeitos exercidos pelo Heme

Oxygenease
CO produzido (Figura 1.9) °.

Figura 1.9 — Representacdo esquematica da interdependéncia entre o hemo, a
oxigenase do hemo e o mondxido de carbono na manutengdo da homeostase °

1.1.3 — Efeitos biologicos e terapéuticos do mondxido de carbono

Conforme descrito, a oxigenase do hemo é fundamental no metabolismo do hemo. Durante

muito tempo, o0s produtos originados na ROS formation
~ - . “\.‘\E‘ (H,0,, NO,, “OH)
degradagdo do hemo (bilirrubina, ferro e ®

beneficial anti-infl

e“‘° oxidative stress
heme oxygenase A
+

viabilidade celular. Contudo, actualmente, N30 heme <c

mondxido de carbono) foram vistos apenas como

residuos potencialmente nefastos para a

cytP450 reductase
—_» anti-oxidant

’0/ ferritin
anti-inflammatory

existem duvidas que, a juntar aos possiveis

efeitos negativos, estes metabolitos desempenham

h:lnu din reductase

. A biliverdin — > bilirubin
igualmente um papel importante no normal &,
beneficial 3{3
funcionamento celular ao contribuirem para a sua &
3 : 9,19 ROS, jaundice
proteccédo (Figura 1.10) ™. scavenging

Figura 1.10 — Esquema dos efeitos benéficos e potenciais perigos dos
produtos da hemo oxigenase °
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Nos proximos paragrafos, pretende-se sumariar os principais efeitos resultantes da acgdo dos
produtos da hemo oxigenase.

Comecando pela biliverdina e pela bilirrubina, o seu efeito protector relaciona-se com a
capacidade destas moléculas em diminuir significativamente os casos de stress oxidativo ao
conseguirem diminuir a quantidade de Espécies Reactivas de Oxigénio (de sigla ROS do inglés

Reactive Oxygen Species) presentes no interior da célula ***%,

Ja4 no caso do Fe®*, ndo se pode negar o seu potencial de geracdo de ROS (pode ceder
electrbes) o que, aparentemente, Ihe retira qualquer hipdtese de participar em accles benéficas.
Contudo, a célula consegue ultrapassar este hipotético problema ao estimular a producédo de ferritina
como resposta ao aumento da concentracio de Fe?*; tem-se pois que a presenca da ferritina (proteina
responsavel pelo armazenamento do ferro controlando a sua disponibilidade e funcionando como um
agente anti-oxidante) acrescenta um passo de controlo adicional dos niveis de ROS existentes na

célula 3%,

Por Gltimo, o mondxido de carbono, cuja actuacdo se pretende abordar de forma mais
minuciosa na presente Dissertacdo, faz sentir a sua ac¢do ao conferir propriedades anti-inflamatorias,

anti-proliferativas e anti-apoptoticas a célula sendo responsavel por muitos dos efeitos benéficos

comprovados da oxigenase do hemo (Figura 1.11) **2°.

Stressors Stressors

Ht W

Cytoprotective
{ ) \ \ Phenotypic Change

anti-inflammatory
anti-proliferative

5 - g anti-apoptotic
€ ,3 vz + f Dh°. ..
- -

&

E
© WO &
bt " SR

-

Tissue and Organ
Preservation

Proliferation Cell Death Aggressive

\ )} /

Tissue Damage
Organ Failure

Figura 1.11 — Representacao esquematica dos efeitos benéficos do monéxido de carbono (CO) *
Face a agentes adversos que levam a danos nos tecidos e drgdos, a presenca de CO consegue contrariar esses
mesmos efeitos conferindo propriedades de protecgao celular que asseguram o seu normal funcionamento
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Recordando os efeitos toxicos do CO abordados previamente, o seu envolvimento em
mecanismos de proteccdo pode causar surpresa. Todavia, e exemplificando a estreita relagdo entre
avancos cientificos e o reconhecimento das investigacbes passadas (sistematizada no ramo

relativamente recente da Histéria da Ciéncia), a surpresa diminui se se pensar no conceito ja defendido

por Paracelsus no século XVI segundo o qual “s6éa < 16 |
dose, faz o veneno” (Figura 1.12 e Tabela 1.4). é
. . ) S 109 Toxicity

Admitindo esta realidade, as acgOes benéficas do &
Q

CO comegam a tornar-se mais crediveis >, S 1012
e} Adaptation
© . | Homeostasis

Time (Arbitrary units)

Figura 1.12 — Representagdo gréfica dos efeitos de concentragdo crescente de
mondxido de carbono #*

De acordo com a concentragdo e o tempo de exposicdo, 0 monoxido de carbono (CO) pode
desempenhar um papel benéfico ou toxico

Tabela 1.4 — Correlaco entre a concentracio de monéxido de carbono e o seu efeito 2

Concentragéo Efeito
10000 ppm (1%) Letal em minutos
10-500 ppm (0.001 a 0.05%) Eficécia pré-clinica
10 ppm (0.001%) Nenhum (ar atmosférico)

De modo complementar, um outro factor importante no estabelecimento dos efeitos
protectores do CO prende-se com a existéncia de estudos prévios sobre os efeitos bioldgicos de
diferentes gases (6xido nitrico e sulfureto de hidrogénio) que langou a possibilidade do CO seguir um
comportamento semelhante. A titulo exemplificativo, os estudos realizados com o éxido nitrico (NO)
mostraram capacidade de vasodilatacdo pelo que é comummente usado no tratamento da hipertensdo
pulmonar infantil enquanto que as pesquisas sobre o sulfureto de hidrogénio (H,S) permitiram

concluir acerca de propriedades de sinalizacdo nos sistemas nervoso e circulatério %%,

Com o desenrolar das varias investigacOes, é hoje possivel agrupar estes trés gases (CO, NO e
H,S) numa mesma familia de mediadores bioldgicos partilhando diversas caracteristicas semelhantes
embora se possa notar, desde logo, que o CO é mais estavel quando comparado com o NO e 0 H,S 0

que se revela uma vantagem na compreens&o dos mecanismos onde se encontra envolvido %,
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Mais do que o agrupamento do CO e do NO na mesma NOS

e

- ~ R R ~ e A s Pl
familia, a prossecucdo das investigacdes desvendou a existéncia de ond?

&1 o
uma relagdo intima entre a produgdo enddgena dos dois gases pela /s’&ij & \
W R

hemo oxigenase e pela sintase do Oxido nitrico (de sigla NOS),

. CcO NO
respectivamente. De facto, constata-se que o CO pode modular a
actividade da NOS de acordo com o ambiente celular favorecendo ou bn AN /
g, . \i_'"'.
reprimindo a formacdo de NO; o contrério é igualmente verdade com o SRLXD, Vi1,

NO a conseguir influenciar a producdo de CO pela HO conforme as

condicdes da célula (Figura 1.13) 2™,

Figura 1.13 — Representacao esquematica da interdependéncia entre 0 mondxido
de carbono e o 6xido nitrico

O CO e 0 NO produzidos de modo endégeno modulam, respectivamente, a actividade da
sintase do dxido nitrico e da hemo oxigenase de acordo com as condices da célula

CO — Mondxido de carbono; HO-1 — Oxigenase do hemo-1; NO — Oxido nitrico; NOS —
Sintase do 6xido nitrico

1.1.3.1 — Mecanismos celulares dependentes de monoxido de carbono

No sentido de assegurar a melhor compreensao dos fendmenos desencadeados pelo CO, varias
equipas de investigacdo em diferentes pontos do globo focam a sua accdo no presente objecto de
estudo. A verdade é que, embora com avangos consideraveis que fornecem indicacGes valiosas sobre o

modo de actuacdo do CO, o fendmeno encontra-se longe de estar totalmente esclarecido e elucidado.

Deste modo, irdo ser abordados dois dos mecanismos celulares melhor caracterizados que, e
longe de constituir uma revisdo pormenorizada, exemplificam as accBGes dependentes do CO: via
sGC/cGMP e via MAPK.

1.1.3.1.1 - Via sGC/cGMP

A via sGC/cGMP constitui um dos mecanismos mais explorados na qual se assiste a ligacdo
do CO a enzima guanilato ciclase sollvel (de sigla sGC) que fomenta a conversdo de guanosina

trifosfato, de sigla GTP, em guanosina monofosfato ciclica, de sigla cGMP (Figura 1.14).

Avia sGC/cGMP foi primeiramente identificada com o NO a ligar-se a SGC, mas pensa-se que
0 CO siga um mecanismo idéntico o que parece corroborar a ideia da partilha de caracteristicas entre
estes dois mediadores gasosos. Contudo, se 0 processo de activacdo é semelhante, 0 mesmo nao se
pode dizer em termos da magnitude do efeito provocado, isto é, no aumento da producdo de cGMP:
enquanto o NO pode potenciar a ac¢do da sGC em cerca de 400 vezes, o efeito do CO atinge valores

bastante mais modestos potenciando a accdo da sGC entre, aproximadamente, 4 a 13 vezes “3%4%,
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o

NH

o o o /) NH
o I 0 <1 L
O—II’—O—P—O—II’—OCHZ o N N

OH OH

Figura 1.14 — Estruturas de guanosina trifosfato e de guanosina monofosfato ciclica
Adaptado de http://biochem.siuc.edu/web_lessons/bmb_na.htm
A — Guanosina trifosfato (GTP); B — Guanosina monofosfato ciclica (cGMP)

O aumento de cGMP desencadeia varias respostas (Figura 1.15) que levam a reducdo dos
niveis citoplasméticos de célcio (Ca®") designadamente a producdo da proteina cinase G (de sigla
PKG).

Arginine Citrulline Biliverdin + Fe2* FePPIX

0< ----------- co \

d Lot
e« 7
GTP cGMP — PKG — JCaQ’f
(T ]
PDE M
cellular
Tcag* response
™
Il

smooth muscle cell

Ach / phenylephrine j

Figura 1.15 — Mecanismos de ac¢do do monéxido de carbono na via sGC/cGMP %

O CO produzido pela HO (assim como o NO produzido pela NOS) activa a sGC aumentando os niveis de cGMP. O
aumento de cGMP leva & diminuicdo dos niveis de Ca®" através da accio da PKG que inibe os canais de calcio e
estimula os canais de potassio activados por célcio. O aumento dos niveis citoplasméaticos de Ca** consegue-se pela

presenca de acetilcolina e de fenilefrina, assistindo-se & degradagdo do cGMP por PDE.

NOS — Sintase do 6xido nitrico; HO — Oxigenase do hemo; NO — Oxido nitrico; CO — Monéxido de carbono; Cay —
Canais de calcio; K¢, — Canais de potassio activados por célcio; sGC - Guanilato ciclase soltvel; GTP — Guanosina
trifosfato; cGMP — Guanosina monofosfato ciclica; PKG — Proteina cinase G; Ca®>" — Calcio; PDE — Fosfodiesterases;

Ach — Acetilcolina

A PKG fosforila diversos reguladores da concentracio celular do Ca** inibindo os canais de
célcio (de sigla Cay) e estimulando os canais de potéssio activados por calcio (de sigla K¢,) da

membrana cuja hiperpolarizacdo leva igualmente & inibicéo dos canais de célcio. *+%%,
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Compreensivelmente, a célula precisa de algum mecanismo capaz de regular a producdo de
cGMP e de manté-la funcional. A presenca de agentes como a acetilcolina (de sigla Ach) e a
fenilefrina provocam o aumento dos niveis intracelulares de calcio que, por sua vez, faz com que o
cGMP seja degradado por enzimas denominadas fosfodiesterases (de sigla PDE) restabelecendo-se o
equilibrio inicial 2%,

Ao contrario do que, aparentemente, seria de esperar, assiste-se a diferentes efeitos provocados
pelo aumento e pela diminuicdo dos niveis citoplasmaticos de calcio consoante o tipo de células.

Este facto encontra-se bem patente nas células do masculo liso vascular e nas células do
endotélio (ambas presentes nas paredes dos vasos sanguineos). Nas primeiras, a reducao dos niveis de
calcio pela via sGC/cGMP leva ao seu relaxamento e consequente vasodilatacdo; paralelamente, a
vasodilatacdo é favorecida pelo aumento de célcio nas células endoteliais. De referir que a
vasodilatacdo, além de assegurar a perfusdo dos tecidos, participa na regulacdo da temperatura
corporal e da pressdo sanguinea o que torna possivel compreender a sua importancia na manutencédo

da homeostase corporal *3*%,

1.1.3.1.2 - Via MAPK

Juntando a via sGC/cGMP, o mecanismo melhor caracterizado consiste na ac¢do do CO nas
vias de sinalizacdo das proteinas cinases activadas por mitogénios (de sigla MAPK). As vias MAPK
sdo responsaveis pela regulacdo de processos celulares relevantes (que incluem, a titulo de exemplo, o
crescimento celular, a diferenciacdo e a apoptose) e possibilitam a transducdo de sinal em situacdes de

stress oxidativo e de inflamacéo **.

Nas células de mamiferos, salientam-se trés principais vias de sinalizagdo MAPK: proteina
cinase regulada por sinal extracelular (de sigla ERK), p38 MAPK (de sigla p38) e proteina cinase
NH,-terminal c-Jun (de sigla JNK). Cada via alberga vérias cinases que exercem a sua acgdo

fosforilando sequencialmente outras cinases de forma a activa-las e a fazer chegar o sinal ao alvo.

O CO consegue modular o funcionamento das vias MAPK originando uma maior ou menor
actividade que, por sua vez, estd na base dos efeitos biolégicos reconhecidos ao CO. Os estudos sobre
a influéncia do CO na via MAPK ndo se encontram de todo esclarecidos; ainda assim, os dados
recolhidos apontam para uma particular accdo do CO na via p38 capaz de gerar propriedades anti-

-inflamatérias, anti-apoptoticas e anti-proliferativas como se pretende demonstrar seguidamente 3,
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A inflamag&o surge como uma resposta do organismo face a lesfes dos tecidos ou a infeccdes.
Embora esteja incluida em mecanismos de defesa inata, a persisténcia da inflamacgéo é responsavel
pelo desenvolvimento de patologias variadas. Como tal, torna-se imprescindivel a existéncia de

mecanismos capazes de inibir a inflamagao nos quais se incluem ac¢fes mediadas pelo CO.

De facto, 0 CO manifesta a capacidade de influenciar a via p38 no sentido da expressao do
factor de transcricdo Heat Shock Factor 1 (de sigla HSF1) que, por sua vez, regula a expressdo da
Heat Shock Protein 70 (de sigla HSP70). O aumento da concentracao de proteinas de choque térmico
leva ao decréscimo da expressao de citocinas pré-inflamatorias pelos macré6fagos — como o Factor de
Necrose Tumoral a (de sigla TNFa), a interleucina-1f (de sigla IL-1p) ¢ a Proteina Inflamatoria de
Macrofagos 1-a (de sigla MIP-1a) — e, deste modo, contribui para a diminuicdo da inflamacao.
Adicionalmente, verificou-se igualmente que o CO potencia a producdo da citocina anti-inflamatéria
interleucina-10 (de sigla IL-10) auxiliando de forma inequivoca na inibicdo do processo de inflamacéo

atrés referido %,

Em relacdo a apoptose, tal como a inflamag&o, é um mecanismo natural exercendo usualmente
funcbes protectoras ao eliminar, de forma criteriosa, células que condicionam irreversivelmente o
funcionamento correcto do tecido (a titulo ilustrativo, podem-se referir as células com erros graves no

DNA e as lesadas por um estimulo externo).

Como expectavel, a desregulacdo da apoptose opbe-se a homeostase do organismo sendo
necessario controla-la. De igual modo, a apoptose pode ser indesejavel em procedimentos médicos
como a transplanta¢do ao contribuir para a rejeicdo dos érgdos. Sabe-se que a transplanta¢do pode
conduzir a lesbes de isquémia/reperfusdo (de sigla I/R) que, por seu turno, entram na categoria dos
estimulos capazes de despoletar a apoptose (nomeadamente das células do endotélio dos vasos

sanguineos) responsavel, em Gltima instancia, pela rejei¢do do 6rgao.

Torna-se, pois, clinicamente relevante encontrar solugbes que permitam superar estas
limitagOes, contribuindo para o desenvolvimento da transplantagdo e ajudando a salvar numerosas
vidas. Mais uma vez, o0 CO mostra ser um possivel aliado ao manter a integridade das células
endoteliais quando aplicado a 6rgéos transplantados (Figura 1.16) . Estes dados sugerem que o CO
consegue evitar a apoptose e existem estudos indicativos da capacidade do CO modular a via p38 no
sentido da diminui¢do da expressdo de TNFa (também um agente apoptético) e da interaccdo com
genes anti-apoptoticos que, em conjunto, minimizam o fenémeno da apoptose e, consequentemente,

contribuem para o sucesso do transplante “**",
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Figura 1.16 — Efeitos do monoxido de carbono na apoptose das células do endotélio *
O uso de marcadores fluorescentes — CD31 (a verde) e rodamina-paloidina (a vermelho) — permite observar o efeito do
monoxido de carbono nas células endoteliais de rim transplantado apds uma lesdo de isquémia/reperfusdo (ampliacao
de 400 vezes)

A — A amostra controlo (exposta ao ar) apresenta uma expressao baixa e descontinua de CD31 o que demonstra a
degradacdo dos vasos sanguineos e a provavel rejeicdo do rim

B — J4 quando a amostra é tratada com mondxido de carbono, verifica-se a expressdo normal de CD31 indicando a
preservacao dos vasos sanguineos e consequente aceitacdo do rim. Tem-se, pois, que 0 monoxido de carbono exerce
um efeito protector face a lesdes de isquémia/reperfusdo pela inibicdo da apoptose

Por ultimo, e em unissono com 0s processos anteriores, a proliferacdo celular revela-se um
mecanismo natural com um papel 6bvio na manutencdo das fungdes normais do organismo. Contudo,
e tal como com a apoptose, a sua desregulacdo desencadeia uma série de respostas anormais que
podem incluir o estreitamento dos vasos sanguineos (provocado pelo crescimento desmesurado das
células do musculo liso vascular e denominado estenose vascular) e, em casos mais graves, conduzir a

diversos tipos de cancro.

Tomando em consideracdo que 0 cancro € seguramente uma das doengas mais exaustivamente
investigadas na busca incessante de uma possivel cura, torna-se facil supor que o CO tenha sido
testado com tal proposito. De facto, investigacGes mostram que a aplicacdo de CO reduz a proliferacdo
celular em diversos tipos de células designadamente em células tumorais, linfocitos T e células do
musculo liso vascular (Figuras 1.17 e 1.18) perspectivando uma possivel utilizacdo do CO no combate
ao cancro. O desenrolar dos estudos indica que a inibigdo da proliferacéo celular pelo CO é complexa
necessitando de diferentes mecanismos para ser eficaz; acredita-se que a diminuicdo da proliferacéo
exige o aumento de cGMP e ainda a modulacéo da via p38 para aumentar a expressio de p21°"* capaz

de inibir a proteina cinase dependente de ciclina G1 e, em consequéncia, impedir a proliferagdo celular
1,27,31,32
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Figura 1.17 — Representagdo esquematica dos
efeitos do mondxido de carbono na
proliferacdo celular **

O normal funcionamento da oxigenase do hemo-1
(HO-1), e consequente formagdo de monoxido de
carbono (CO), revela-se essencial para o correcto
funcionamento celular ao nivel da proliferacdo

Figura 1.18 — Efeitos do mondxido de carbono na
proliferacdo celular *

A — Vaso sanguineo de rato (exposto ao ar) onde é possivel
observar uma desregulacdo da proliferagdo celular (ampliacdo
de 10 vezes)

B — Agquando da aplicacdo de CO aos ratos (250 ppm durante 1
hora), assiste-se uma reducdo significativa da proliferacdo
(ampliacdo de 10 vezes)

1.1.4 — Administragéo terapéutica do monoxido de carbono

Tal como exposto nos capitulos anteriores, 0 mondxido de carbono, muito mais que um toxico,

desempenha um papel essencial no correcto funcionamento celular através da intervencdo em diversos

processos bioldgicos.

A anélise e o desenrolar das diversas pesquisas envolvendo o CO levaram a formulagdo da

hipdtese do seu uso como um agente terapéutico como, de resto, foi ja possivel acompanhar nos

capitulos anteriores no caso dos transplantes. Por outro lado, a aplicacdo terapéutica do CO parece ser

uma opcao valida visto que, ao contrario de novos medicamentos sintéticos que iriam exigir estudos

adicionais ao nivel da clarificacio do seu metabolismo, existem ja dados concretos sobre o

comportamento intracelular do CO e sobre quais as vias despoletadas pelo mesmo *.

Deste modo, ndo existindo davidas em relacéo as propriedades de protecgéo celular exercidas

pelo CO, torna-se indispensavel definir o modo de administragdo tendo sempre em conta que, no caso

de algum tipo de desregulacdo nas doses aplicadas, a acgdo terapéutica é rapidamente substituida por

um efeito toxico =,

Fazendo um ponto de situagdo, conhecem-se Véarias propriedades de proteccdo celular

exercidas pelo CO e as observacdes registadas levam a crer na possibilidade do seu uso farmacéutico

(ou, sendo mais preciso, na sua aplicacdo em testes clinicos passando numa fase posterior ao uso

farmacéutico). Infelizmente, a situacdo ndo é assim tdo simples; a possivel toxicidade do CO deve
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estar sempre presente e ndo pode ser negada pelo que 0 modo de administracdo requer uma analise

minuciosa e cuidada *.

Uma abordagem intuitiva, tendo em conta a origem enddégena de CO pela oxigenase do hemo,
relaciona-se com a estimulagdo da HO no sentido de aumentar a producdo de CO através de
manipulacdo genética ou do uso de substancias capazes de activar a enzima. Como muitas vezes
acontece, a intuicdo, por si s6, ndo chega e é preciso ponderar os prés e os contras. Para além de ser
necessario conhecer pormenorizadamente eventuais fArmacos usados na estimulacdo da HO (possivel
accdo pro-oxidante), se é verdade que o aumento do CO é benéfico no tratamento de algumas
patologias, ndo € menos verdade que a ac¢do da HO faz aumentar de igual forma os niveis de ferro e
de bilirrubina que podem atingir valores proibitivos; 0 mesmo pode acontecer com o proprio CO
ultrapassando o limiar de seguranca e, ao invés de benéfico, acrescentar apenas novos problemas a

situacéo clinica ®.

Ora se uma das limitacGes da activacdo da HO consiste no risco de ultrapassagem do limiar de
seguranca do CO, parece possivel contorna-la se se conseguir um controlo mais eficaz da
concentracdo de CO aplicado. Este controlo pode ser conseguido se, em vez de se manipular a
producdo enddgena, se apostar na aplicacdo exdgena de CO em quantidades previamente concebidas.

Admitindo este cenario, é imprescindivel definir o modo de aplicacao.

A inalacdo surge como uma opcdo francamente Obvia atendendo ao estado gasoso do CO.
Apresenta, contudo, desvantagens ao nivel de aplicabilidade e de seguranca por, mais uma vez, poder
ser requerida uma elevada concentracdo de CO e se passar do beneficio para a toxicidade. Além disso,
ndo se consegue que o CO exerca fungbes apenas na area lesada levando a necessidade de empregar
maiores concentracdes. Estas dividas reflectem-se inclusive nos casos publicados: existem estudos
indicativos que a inalacdo de CO por ratos (1000 ppm durante 24 horas) conseguiu diminuir, de modo
assinalavel, lesdes de isquémia/reperfusdo cardiaca sem se observarem efeitos colaterais enquanto

outras investigacdes contrariam estes dados e apontam para diferentes valores de tolerancia ao CO
3,30,33

E ainda possivel empregar compostos que, ndo possuindo CO na sua estrutura, ao serem
metabolizados no organismo, conseguem sintetizar CO in vivo. O exemplo mais exaustivamente
estudado prende-se com o diclorometano (de sigla DCM) que, ao ser oxidado no figado pelo
citocromo P450, gera CO (além de didxido de carbono) mostrando ser eficaz contra lesdes em varios
orgéos (realce para o figado) e na proteccdo contra a rejeicdo de transplantes ****. Todavia, esta
solucdo parece ndo ser uma metodologia totalmente ldgica de seguir j& que se aumenta o nivel de
complexidade do metabolismo envolvido no processo de formacdo de CO acarretando estudos

complementares quanto & sua activago e possiveis efeitos indesejados .
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Fazendo um novo ponto de situagéo, acreditando-se no potencial terapéutico do CO, parece
ainda n&o se ter encontrado um modo ideal de o administrar em situag@es clinicas. E neste contexto
que as Moléculas Libertadoras de Mondxido de Carbono (de sigla CORMS) surgem como uma
solugdo promissora capaz de ultrapassar com sucesso as limitacdes das metodologias abordadas .

1.1.4.1 — Moléculas Libertadoras de Monoxido de Carbono (CORMS)

O inicio do desenvolvimento das tecnologias relacionadas com os CORMs ¢é relativamente
recente datando do inicio do século XXI sendo o grupo de Roberto Motterlini o principal

impulsionador.

O principio basico dos CORMs é de facil compreensdo: tratando-se de moléculas que possuem
CO na sua composicdo, conseguem transporta-lo ao longo da corrente sanguinea libertando-o nas

células ou tecidos afectados 3%,

Atendendo ao principio basico da actuagcdo dos CORMs, rapidamente se identificam vantagens
guando comparado com as metodologias anteriores. Por um lado, enquadrando-se no ideal do controlo
da concentracdo de CO administrada, podem ser desenhados de modo a que se dé uma libertacdo
controlada nos tecidos afectados. Ndo menos importante, porventura a principal vantagem face a
inalacdo, os CORMs evitam que o CO esteja livre na circulacdo e, consequentemente, se associe a
hemoglobina pelo que o transporte normal de oxigénio ndo é afectado e o risco de toxicidade sofre
uma reducdo dréstica. Destaca-se ainda o facto de ndo ser necessario activar outras vias para se

observar a sua accdo como ocorre aquando do uso do DCM ou moléculas semelhantes ®34%.

Embora a accdo basica dos CORMSs seja rapidamente assimilada, 0 mesmo nédo se pode dizer
em relacdo a compreensdo dos pormenores do processo. A titulo ilustrativo, os CORMs devem ser
estaveis o suficiente para permitir o seu transporte ao longo da corrente sanguinea, mas se esta
estabilidade for tal que ndo se assista a libertacdo de CO, 0o CORM é clinicamente inutil pois 0 CO nédo
exercera a sua accdo terapéutica. Assim, é necessdrio encontrar um compromisso valido entre

estabilidade e actividade.

Numa outra perspectiva, e de modo a existir um controlo na quantidade de CO empregue, a
sua libertagdo deve ocorrer nas areas afectadas. Mas como se garante que 0 CORM apenas liberta ai o
CO? Aresposta a esta questdo prende-se com o desenho do préprio composto; embora a perda de CO
possa ocorrer naturalmente, 0 CORM deve ser concebido de modo a ser activado por estimulos

quimicos ou enzimaticos caracteristicos das patologias em causa (por exemplo, variacdes de pH) *.

Assim, é compreensivel que os CORMs sejam investigados cuidadosamente de modo a

esclarecer por completo o seu funcionamento e possibilitar o seu uso como farmacos.
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1.1.4.1.1 — CORMSs e metais de transicao

Uma das questdes primordiais no estudo dos CORMs relaciona-se com a propria identificacdo
de moléculas capazes de libertar CO in vivo sendo que, pelas investigacOes ja realizadas, os metais de
transicdo se perfilam como os melhores candidatos. Assim, aproveitando a sua utilizacdo prévia em
actividades distintas, desenvolveram-se complexos metalicos de carbonilo (de sigla MCCs) compostos
por um metal de transicdo (como o niquel, o ferro, 0 manganés, o molibdénio, o cobalto e o ruténio)

coordenado com um determinado nmero de grupos carbonilo (CO) 3.

Os MCCs podem-se representar pela formula genérica M(CO),L, em que M representa o
metal, (CO) representa o nimero de grupos CO e L, representa o nimero de ligandos que ajudam a
estabilizar o complexo, actuando sobre a sua solubilidade ou até sobre a sua actuacio no organismo *.
O grupo de Motterlini demonstrou que alguns MCCs conseguem libertar CO em meios bioldgicos e

exercer um efeito terapéutico o que permitiu desenvolver as metodologias subjacentes aos CORMSs
36,37

A insercdo dos MCCs no estudo dos processos relacionados com o CO leva a necessidade de
estudos adicionais essencialmente por dois motivos: por um lado, para se conseguir caracterizar
inteiramente os efeitos dos metais de transicdo no organismo; por outro lado, para se perceber se 0s

MCCs possuem as caracteristicas necessarias ao seu uso como CORMs %',

De facto, os MCCs devem obedecer a certos critérios para poderem ser usados como CORMs.
Em primeiro lugar, pensando que os CORMs devem ser utilizdveis no organismo e que este possui
uma elevada percentagem de agua, os MCCs devem ser preferencialmente hidrosollveis (de notar, no
entanto, que os primeiros CORMSs desenvolvidos ndo se dissolviam em agua). Em segundo lugar,
como referido anteriormente, a libertacdo de CO pelo MCC deve dar-se a uma velocidade controlada e
localizar-se preferencialmente nos tecidos afectados de modo a ndo interferir com a distribuicdo
normal do oxigénio. Em terceiro, e Gltimo, lugar, € imprescindivel avaliar a toxicidade do MCC (antes
e depois da libertagdo do CO) de modo a verificar se 0 seu uso é compativel com a manutencdo da

homeostase **-8,

Deste modo, continuam-se a desenvolver pesquisas conducentes a descoberta e identificacdo
de novos MCCs que, obedecendo as condigdes supracitadas, possam ser usados como CORMs e que

contribuam para a progressao dos conhecimentos na presente area cientifica.
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1.1.4.1.2 — Exemplos de CORMs

Conforme referido, o inicio do desenvolvimento dos CORMs enquanto transportadores de CO
comecgou ha sensivelmente uma década. Desde ai, varios grupos de investigacdo dedicam-se ao estudo
deste campo e foi ja possivel identificar diversas moléculas capazes de actuar como CORMs. Os
CORMs ja identificados podem-se dividir em dois grupos: CORMs lipossollveis (representados pelo
CORM-1 e pelo CORM-2) e CORMs hidrossoluveis (representados pelo CORM-3 e pelo CORM-A1)

34,39

Os CORMs lipossoluveis foram os primeiros a serem descobertos, caracterizando-se, tal como
0 nome sugere, por serem sollveis apenas em solventes organicos como o etanol e o dimetilsulfoxido
(de sigla DMSO). Salientam-se dois exemplos de CORMs lipossoluveis: o carbonilo de manganés —
de formula [Mn,(CO);0] € nomeado CORM-1 — e o dicloro tricarbonilo de ruténio (11) — de formula
[Ru(C0)5Cl,], e nomeado CORM-2 (Figura 1.19) &34,

CORM-1 CORM-2
cO CO CO
‘\\\\co ‘\\\\co OC\ | | /
OC—Mn /Mr:. CO Ru
o | oc oc” | o | \
cO CO Cl CO

Figura 1.19 — Férmulas estruturais dos CORMs lipossoliveis: CORM-1 e CORM-2 °
O CORM-1 possui 2 dtomos de manganés como metal de transi¢do enquanto que o CORM-2 apresenta dois
atomos de ruténio como metal de transi¢do

O CORM-1 foi o primeiro a ser identificado em 2001 e a sua principal caracteristica reside no
facto de necessitar da activacao pela luz para conseguir libertar CO. Esta activacdo ficou bem patente
nas pesquisas levadas a cabo com o0 CORM-1 nas quais se verificaram resultados positivos apenas
quando as reacgdes decorreram sob luz (sinal que o CO se conseguiu libertar do complexo).
Adicionalmente, a libertagdo de CO foi também seguida através da conversao da deoximioglobina em
carboximioglobina (de sigla COMDb).

As referidas pesquisas mostraram o papel do CORM-1 na vasodilatacdo ao conseguir diminuir
significativamente a constricdo induzida artificialmente em coracbes de rato. Mesmo com as
limitagcOes da fotoactivagdo e de ndo se conseguir dissolver em agua, factores pouco encorajadores
para uma actuacdo satisfatéria em sistemas bioldgicos, as experiéncias com o0 CORM-1 tiveram o
mérito de permitir a descoberta inicial da possibilidade de se usarem MCCs como agentes terapéuticos

sendo justo o reconhecimento da sua importancia para o desenvolvimento da area 3**%%,
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No ano seguinte, e no sentido de ultrapassar as limitagGes verificadas até entdo, identificou-se
0 CORM-2. De facto, embora ndo seja solivel em &gua, 0 CORM-2 apresenta ja a vantagem da
libertacdo espontanea de CO sem ser necessario recorrer a activagdo pela luz o que ndo se verifica no
CORM-1: os testes realizados com a formagdo de COMb foram elucidativos em relacdo a rapidez da
libertacdo de CO que pode demorar menos de 1 minuto (Figura 1.20) o que indica a libertacdo de CO
%39 Tal como o seu antecessor, 0 CORM-2 mostrou possuir propriedades de vasodilatacdo, mas
expandiu a sua accdo em mecanismos anti-inflamatérios e de proteccdo contra lesbes de

isquémia/reperfusio ‘0442,
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Figura 1.20 — Formagédo de COMb pela libertacdo de CO proveniente do CORM-2 *

A — Espectros caracteristicos da mioglobina sem ligandos (deoximioglobina), com mondxido de carbono
(carboximioglobina) e com oxigénio (oximioglobina)

B — A reac¢do da mioglobina com o CORM-2 origina um espectro semelhante ao da carboximioglobina o que
indica a libertacdo de CO por parte do CORM-2 e consequente ligagdo a proteina. Se 0 CORM-2 for inactivado
(pela substituicdo do CO por DMSO), o espectro obtido é semelhante ao da deoximioglobina o que comprova
que a formacéo de carboximioglobina se deve efectivamente ao CO do CORM-2

Ja os CORMs hidrossoltveis foram descobertos mais tardiamente tendo surgido como uma
resposta natural a necessidade de aproximar o mais possivel as caracteristicas dos CORMs aos
sistemas bioldgicos permitindo avangar para os ensaios clinicos e, caso se obtenham resultados
positivos, emprega-los como farmacos. Como ja mencionado, a adi¢cdo de ligandos aos metais de
transi¢do auxilia a solubilidade do CORM em &gua ou solugdes aquosas pelo que se colocou énfase na
sintese deste tipo de compostos. Salientam-se dois exemplos de CORMSs hidrossollveis: o cloro
tricarbonilo (glicinato) de ruténio (Il) — de formula [Ru(CO)sCl(glicinato)] e nomeado CORM-3 —e 0
boranocarbonato de sédio — de férmula [Na,H;BCO,] e denominado CORM-AL (Figura 1.21) &%
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CORM-3 CORM-A1
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Figura 1.21 — Férmulas estruturais dos CORMs hidrossoltveis: CORM-3 e CORM-A1 °

O CORM-3 possui ruténio como metal de transi¢do enquanto que o CORM-AL apresenta boro e um grupo
carboxilico em substituicdo do metal de transicdo

O CORM-3 foi identificado em 2003; embora contenha ruténio como metal de transi¢éo (a
semelhanca do CORM-2), a adicdo de glicina a estrutura permitiu aumentar de modo significativo a
sua solubilidade em &gua. Outra semelhanca partilhada com 0 CORM-2 consiste na rapida libertacdo
do CO (tempo de meia vida de, aproximadamente, 1 minuto) que, tal como os casos anteriores, foi
seguida através da formagdo de COMb (Figura 1.22).
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Figura 1.22 — Formagdo de COMb por accdo do Figura 1.23 — Accdo vasodilatadora do CORM-3 e
CORM-3 e do CORM-A1 * do CORM-AL na aorta de rato — Adaptado de **

Quase imediatamente ap6s a juncdo do CORM-3 A aplicacdo de agentes faz com que a aorta aumente a sua
(representado a azul) a mioglobina, assiste-se a uma a contrac¢do. O CORM-3 (representado a azul) mostra
rapida formacdo de COMb espelhando a rapida libertacdo sinais de vasodilatacdo subita quase imediatamente apds a

de CO sua administracdo enquanto que a ac¢do vasodilatadora do
Por seu turno, a formacdo de COMb pelo CORM-A1 CORM-A1 (representado a vermelho) faz-se sentir ao
(representado a vermelho) da-se de forma gradual ao longo do tempo de uma forma gradual

longo do tempo o que reflecte a lenta libertacdo de CO

Reflectindo a velocidade de libertagdo do CO, pesquisas efectuadas apontam para a
capacidade do CORM-3 em induzir uma grande relaxacdo dos vasos sanguineos apenas alguns
momentos apds a administracdo do composto (Figura 1.23) ***°. Adicionalmente ao efeito de
vasodilatacdo, 0 CORM-3 exibe igualmente efeitos anti-inflamatérios e de proteccdo cardiaca (por
exemplo, ao nivel de lesdes de isquémia/reperfusdo e de transplantagdo) o que, juntando as suas

propriedades quimicas, faz com que seja um dos CORMSs em que se depositaram maiores esperangas
quanto & sua passagem a farmaco **.
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Por ultimo, o CORM-AL1 foi identificado mais recentemente em 2004. Sendo hidrossoltvel, a
principal diferenca face a todos os CORMSs anteriormente citados reside no facto de ndo possuir
nenhum metal de transicdo na sua estrutura; em sua substituicdo, apresenta boro e um grupo
carboxilico que, de acordo com o pH do meio, liberta CO. Distingue-se ainda do CORM-3 pela lenta
libertacdo do CO (tempo de meia vida de 21 minutos) como se observa na formagéo gradual de COMb
ao longo do tempo (Figura 1.22).

Exibindo diferencas ao nivel estrutural comparativamente ao CORM-3, o0 CORM-Almostrou
partilhar as propriedades de vasodilatacdo, embora actue de forma mais lenta e progressiva (Figura

1.23) 0 que sugere que possa ter aplicacdes terapéuticas em doencas cronicas %%,

Assim, analisando os exemplos apresentados, facilmente se percebe as potencialidades dos
CORMs enguanto agentes terapéuticos pelo que se continua a investir fortemente na descoberta de
novos compostos de modo a possibilitar a entrada em testes clinicos e, numa fase posterior, 0 seu uso

como farmacos #4647,

1.1.4.1.3 — Interacgdes entre CORMSs e proteinas do plasma

Como mencionado anteriormente, a sintese e a caracterizacdo de compostos gue possam
actuar como CORMs encontram-se em franco desenvolvimento. Esta pesquisa torna-se ainda mais
importante devido ao facto de nem todos os CORMs identificados poderem ser usados como
farmacos.

De facto, o uso dos CORMs como farmacos encontra-se dependente da observacio de certos
pressupostos. Além dos ja enumerados aquando da abordagem aos MCCs (serem sollveis em agua,
com uma libertacdo controlada do CO nos tecidos lesados e possuirem uma toxicidade inexistente ou
desprezavel), deve-se ainda acrescentar a exibicdo de um perfil farmacocinético adequado in vivo (por
exemplo, ndo se verificando o transporte do CORM até a zona de interesse no organismo, 0 composto
ser& inGtil do ponto de vista farmacolégico) **%,

Como tal, ndo se pode descurar a investigacdo destas propriedades aquando da caracterizagao
dos CORMs. Se parte das caracteristicas supracitadas sdo alcangadas aquando do desenho do CORM,
existem outras que dependem das reaccGes ocorridas no proprio organismo; entre as primeiras
incluem-se a escolha do metal de transicdo e dos ligandos (influenciando, respectivamente, a
toxicidade e a solubilidade) enquanto que nas segundas se salienta a farmacocinética do composto **%.

A farmacocinética pode-se definir como o estudo sistematico do percurso de dado xenobiético
no organismo compreendendo quatro etapas: absorc¢éo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (de sigla

ADME) *. Pensando no facto dos xenobiéticos atingirem os tecidos lesionados através da corrente
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sanguinea, torna-se l6gico admitir que os mecanismos de ADME séo influenciados pelas condi¢Ges
verificadas no sangue onde se evidencia a presenca de proteinas plasmaticas *.

Constituindo aproximadamente entre 6 a 8% do conteldo plasmatico, as proteinas presentes
no plasma — destacando-se a albumina e a transferrina — desempenham um papel inegavel no perfil de
ADME dos CORMs por razdes distintas. Por um lado, atendendo a capacidade natural das proteinas
plasmaticas estabelecerem ligacbes com substancias presentes na circulacdo, é imprescindivel
caracterizar bem tais interaccOes ja que estas determinam a concentracdo de CORM disponivel para
exercer 0 seu efeito terapéutico (ao ligar-se com grande afinidade as proteinas, a concentragdo do
composto livre em circulagdo diminui com a consequente diminuicdo da biodisponibilidade). Por
outro lado, as proteinas plasmaticas permitem a estabilidade dos CORMs ao longo da corrente
sanguinea impedindo-os de se desintegrarem com a consequente ligacdo do CO libertado a
hemoglobina **.

Além dos efeitos descritos na distribuicdo, ndo se deve ainda ignorar que a ligacdo dos
CORMs as proteinas plasmaticas faz com que a sua excre¢do diminua (apenas se da para as moléculas
livres) e que os compostos continuem em circulagdo reduzindo a necessidade de altas concentragoes
de CORM para o efeito pretendido *.

Assim, o0 estudo organizado e sistematico das interaccBGes estabelecidas entre 0s varios
CORMs e as proteinas plasmaticas, assim como com a hemoglobina, pode ajudar a esclarecer o
mecanismo de actuacdo in vivo dos compostos e constituir uma ferramenta essencial na determinacéo

dos CORMs potencialmente viaveis para o uso como farmacos.

Tal estudo encontra-se ainda nas suas etapas iniciais embora tenham sido ja obtidos resultados
encorajadores em relacdo & interaccdo do CORM-3 com varias proteinas *. Saliente-se o importante
papel que a Cristalografia de Raios-X pode desempenhar neste tipo de pesquisa ja que permite

acompanhar ao nivel atdmico as interaccdes estabelecidas entre CORMSs e as proteinas de interesse.

1.2 — Cristalografia de Raios-X

O conhecimento da estrutura tridimensional das proteinas revela-se importante para a
compreensdo da sua funcdo biolégica. Embora com o advento de metodologias alternativas como a
Ressonancia Magnética Nuclear (de sigla RMN) e a Microscopia Electrénica a Temperatura
Criogénica (de sigla Crio-EM), a técnica por exceléncia de determinagdo estrutural é ainda a
Cristalografia de Raios-X.

De facto, as estatisticas da base de dados Protein Data Bank (de sigla PDB) mostram que, das

75694 estruturas depositadas no inicio de Setembro de 2011, 66075 foram determinadas recorrendo a
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Cristalografia de Raios-X o que corresponde a cerca de 87% do numero total de estruturas existentes
51.

Este dominio é, em parte, justificado pelo facto da Cristalografia ter sido, entre as técnicas
apresentadas, a primeira a ser identificada nos inicios do século XX; em 1934, Bernal e Crowfoot
conseguiram os primeiros padrbes de difraccdo (usando cristais de pepsina) embora as primeiras
estruturas de proteinas tenham surgido apenas na década de 60 com os trabalhos de John Kendrew e de
Max Perutz sobre a mioglobina e a hemoglobina. Paralelamente, nos Gltimos anos, o desenvolvimento
de softwares informaticos empregues na recolha de dados e na resolucdo de estruturas possibilitou um
grande aumento do nimero de entradas no PDB resolvidas por Cristalografia *>*,

O uso da Cristalografia em estudos estruturais justifica-se pelo facto dos raios-X possuirem
um comprimento de onda compreendido entre 0.1 e 100 A (0.01 e 10 nm, respectivamente) no
espectro electromagnético (Figura 1.24) situando-se na zona dos comprimentos de ligacdo entre os
atomos. Este facto faz com que moléculas, quando agrupadas num cristal, produzam difraccéo e, a

partir desta, se consiga determinar um modelo tridimensional para a molécula em estudo (Figura 1.25)
54

Increasing wavelength >
0.0001 nm 0.01 nm 10nm 1000 nm 0.01 cm Iecm Im 100 m
1 1 1 1 1 1
Gamma rays Xrays Ultro- Infrared Radio waves

violet

//,V/i;l;ligM\

1
400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Figura 1.24 — Espectro electromagnético
Adaptado de:
http://www.antonine-education.co.uk/physics_gcse/Unit_1/Topic_5/topic 5 what_are_the uses and_ha.htm
Os raios-X possuem um comprimento de onda situado entre 0.1 e 100 A o que os torna adequados para a difracgdo
de proteinas e outras biomoléculas

A Cristalografia de Raios-X permite a caracterizagdo estrutural de pequenas moléculas
(como sais ou moléculas organicas), mas também de grandes moléculas como proteinas ou até
complexos proteina-ligando. Esta técnica desempenha um papel importante no desenvolvimento de
medicamentos ao conseguir fornecer indicagdes sobre as interac¢des que estabelecem com as proteinas
existentes no organismo e, consequentemente, contribuir para a optimizagdo dos farmacos %%
Neste contexto, como referido no capitulo anterior, rapidamente se compreende as potencialidades do

uso da Cristalografia de Raios-X no estudo das interac¢des entre os CORMSs e as proteinas sanguineas.
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Figura 1.25 — Esguema dos principais passos empregues em Cristalografia de Raios-X desde a
cristalizacdo até & obtencéo da estrutura final >

Apbs se conseguir cristalizar a proteina de interesse, os cristais sdo submetidos a experiéncias de difraccdo
recolhendo-se os dados experimentais na forma de padrdes de difraccio. E entdo necessario resolver o “Problema da
Fase” para se conseguir construir o primeiro modelo tridimensional da proteina posteriormente alvo de refinamento e
de validagéo até se chegar a estrutura final

1.2.1 — Cristais e cristalizacao de proteinas

Um cristal caracteriza-se por ser uma entidade solida ordenada e periddica no espago
tridimensional. Contrariamente aos cristais de sais inorganicos, os cristais de proteinas possuem um
tamanho reduzido (geralmente inferior a 1 mm) e a sua estrutura é mantida por pontes de hidrogénio.
Estas sdo estabelecidas entre residuos superficiais da proteina e mediadas por moléculas de agua pelo
gue possuem elevados teores de solvente (compreendidos entre 30% e 70% do volume total do cristal)
0 que, por sua vez, contribui para a sua fragilidade >,

Por outro lado, um cristal é internamente constituido pela repeticdo das suas unidades mais
simples designadas por células unitarias (Figura 1.26). Deste modo, a célula unitaria consiste no
menor elemento necessario para, através de operages de translacdo, gerar a rede cristalina, sendo

responsavel pela simetria do cristal. Por outro lado, associado a célula unitéaria, surge o conceito de
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unidade assimétrica que se define como a menor unidade capaz de gerar a célula unitaria através de

operagdes de simetria cristalogréfica traduzidas no grupo espacial do cristal (Figura 1.26) *>**,

) ‘*{ yxfd.{ Al esf
7‘{_>f':h *QT.M@”.«H’“

Unidade assimétrica Célula unitaria Rede cristalina (cristal)

Figura 1.26 — Representacdo esquemdtica da unidade assimétrica, da célula unitaria e da rede

cristalina — Adaptado de **
Por operacgdes de simetria cristalografica, a unidade assimétrica gera a célula unitéaria que, por sua vez, através
de operacdes de translacdo, gera a rede cristalina que se repete de forma ordenada no espaco tridimensional

A célula unitéria é definida pelos parametros ou constantes da célula: trés vectores (a, b, c) e
trés angulos (a, B, v) (Figura 1.27). O conhecimento dos parametros da célula torna-se importante ja

que a sua variagdo origina diferentes sistemas cristalinos, ou seja, diferentes organizagdes internas do

cristal (Figura 1.28).

Cubic Tetragonal Orthorhombic
a=b=¢ a=b=#c, azb=c,
a=B=y=90° o=PB=y=90° o=PB=y=90°

b
6-‘—‘—“—-—— -——-—”— ————————— B
g
Rhombohedral Hexagonal
a=b=c, a=b=c
a=P=y290° o=P=90°
y=120°
Monoclinic Triclinic
azb#c, a#b=c
a=y=90° a#B=y=90°
B+#90°

Figura 1.27 — Representacdo esquematica de  Figura 1.28 — Representacdo esquemética dos sete
uma célula unitaria e das respectivas sistemas cristalinos 5*

constantes da célula ** De acordo com as constantes da célula unitaria, os cristais
A célula unitéria é caracterizada por trés vectores possuem diferentes organizagBes internas que se traduzem
—a, b, c —e por trés angulos — o (entre b e ¢), B nos sete sistemas cristalinos distintos

(entreaec), y (entre a e b)
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A obtencdo de cristais de qualidade €, pois, o0 passo limitante da Cristalografia de Raios-X pelo
que a cristalizacdo (processo no qual se assiste ao arranjo ordenado das moléculas da proteina) é
fundamental no sucesso dos estudos desenvolvidos. De um modo geral, a cristalizagcdo consegue-se
pela adi¢do de uma solugdo precipitante a proteina pura de modo a que esta passe lentamente para uma
fase sobressaturada, isto é, encontrando-se acima do seu limite de solubilidade *’.

De facto, a analise do diagrama de fases da cristalizacdo (Figura 1.29) revela a existéncia de
duas grandes regides: ndo saturada (onde ndo € possivel ocorrer cristalizagdo) e sobressaturada (onde
se pode verificar cristalizacdo). Por sua vez, esta Ultima regido pode-se dividir em trés zonas de acordo
com o crescente grau de sobressaturacao: regido metaestavel, regido labil e regido precipitante ***’.

Tal conhecimento torna-se importante uma vez que a cristalizagcdo ocorre em duas etapas:
nucleacdo e crescimento. A nucleacdo é o processo correspondente a formacao de pequenos clusters
ou nacleos que, na etapa de crescimento, aumentam de volume originando o cristal. A nucleagdo da-se
unicamente na regido labil sendo que, apds a sua ocorréncia, se verifica uma reducdo da concentracao
de proteina ou de agente precipitante conducente a entrada na regido metaestavel onde se da
exclusivamente o crescimento lento e ordenado dos cristais. JA na regido precipitante, apenas se

verifica a formacdo de um sélido amorfo (designado por precipitado) que ndo pode ser usado nas
54,57,58

A

experiéncias posteriores

Metastable Supersolubility curve

[Crystallization reagent]

Unsaturation

Solubility curve

[Macromolecule]

Figura 1.29 — Diagrama de fases da cristalizagéo °’
De acordo com a concentracdo de proteina e de agente precipitante, verifica-se a existéncia de uma regido ndo
saturada (branco) e de outra sobressaturada (gradiente de cinzentos). A cristalizacdo apenas ocorre na regido
sobressaturada que se divide em metaestavel (cinzento claro), labil (cinzento escuro) e precipitante (preto): a
nucleacdo ocorre exclusivamente na zona labil enquanto o crescimento é favorecido na zona metaestavel

Existem diferentes técnicas de cristalizagdo, mas a mais comummente empregue € a difuséo de
vapor na gqual uma gota de solucdo de proteina com solucdo precipitante (podendo-se usar diferentes
proporcOes entre proteina e precipitante) é colocada num recipiente fechado que engloba um
reservatorio com a solugdo precipitante de modo a estabelecer-se um equilibrio entre a gota e a

solugéo precipitante do reservatorio >**.
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A difusdo de vapor compreende os métodos de gota suspensa (hanging drop) em que a gota é
colocada numa lamela situada acima do reservatério (Figura 1.30) e de gota assente (sitting drop) na

qual a gota é colocada numa microponte situada no reservatorio (Figura 1.31). Embora com as

diferencas descritas, os dois métodos partilham o mesmo principio.

Coverslip with protein

4 solution (red)
il N_ High - vacuum

grease

Reservair with
precipitant

Figura 1.30 — Representacdo esquematica da
técnica de gota suspensa in
http://www.bio.davidson.edu/courses/MolBio/MolStu
dents/spring2003/Kogoy/protein.html

Neste método, a gota com proteina e solucdo
precipitante é colocada numa lamela ficando suspensa
sobre o reservatorio

Y Coverslip
LHigh - vacuum

grease

Figura 1.31 — Representacdo esquematica da
técnica de gota assente in
http://mww.bio.davidson.edu/courses/MolBio/MolStude
nts/spring2003/Kogoy/protein.html

Neste método, a gota com proteina e solucdo
precipitante é colocada numa microponte localizada no
reservatorio

O reservatorio é selado com uma lamela e com cera ou silicone de modo a criar uma atmosfera
controlada em que, tendo em conta o facto do reservatério possuir uma maior concentracdo de solugéo
precipitante qguando comparado com a gota, se estabelece a difusdo de vapor. Por sua vez, a difusdo de
vapor faz com que as moléculas de agua abandonem a gota de modo a atingir-se o equilibrio, ou seja,
igual concentracdo de precipitante na gota e no reservatorio. Tem-se, pois, que o estabelecimento do
equilibrio conduz a reducéo do volume da gota que, por seu turno, leva a sobressaturacdo da proteina e
possibilita a sua cristalizacao **°" .

As condigdes de cristalizacdo variam de proteina para proteina sendo determinadas através de
ensaios de varrimento inicial (também designados por ensaios de screening) nos guais se testam
diversas condigdes experimentais como a concentracdo da proteina, a natureza e concentragdo dos
agentes precipitantes (por exemplo, sais e polietilenoglicois, de sigla PEG, com varios pesos
moleculares), o pH e a temperatura (usualmente realizam-se ensaios a 4 °C e a 20 °C ja que a

temperatura influencia a velocidade de cristalizagao) *.

1.2.2 — Resolucao da estrutura

Apo6s o sucesso da cristalizacdo, procede-se a realizagdo da experiéncia de difrac¢do fazendo
incidir sobre o cristal um feixe de raios-X. Estes interagem com os electrdes das moléculas da proteina

e originam um padrdo de difraccdo com as reflexdes caracteristicas da organizacdo interna do cristal
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(Figura 1.32). Saliente-se ainda a necessidade prévia de proceder ao congelamento dos cristais

(recorrendo-se a azoto liquido) para minimizar os danos provocados pela incidéncia da radiagéo ***.

Film
Diffracted
Direct X-rays
X-ray
beam

A -":. oii
:'. :'. :'o

X-ray tube Reflections

L atl afl
oo fpae | [90e

Figura 1.32 — Representacdo esquematica de uma experiéncia de difraccéo **

Ao fazer-se incidir um feixe de raios-X no cristal, a radiacdo ¢ difractada de diferentes modos originando um padréo
de difraccdo (cujo espaco imaginario é designado por espaco reciproco) contendo as reflexfes que possuem
informacdo sobre a organizacao interna do cristal

Sabe-se que as ondas difractadas podem obedecer a fendmenos de interferéncia construtiva ou
de interferéncia destrutiva, isto é, podem-se somar ou anular. No entanto, apenas as reflexdes que
interferem construtivamente sdo detectadas no padrdo de difraccdo (Lei de Bragg) sendo estas
caracterizadas pelos indices hkl no espaco reciproco (indices de Miller) e pela respectiva intensidade
() *.

Deste modo, cada reflexdo

representa uma  onda  difractada,

caracterizada por trés  parametros:

comprimento de onda (representado por — amplitu

A), amplitude (representada por F) e fase

(representada por o) de acordo com o

representado na Figura 1.33.

Figura 1.33 — Caracterizagdo esquematica das ondas difractadas:
comprimento de onda, amplitude e fase *

Do ponto de vista matematico, as ondas difractadas (ou seja, as reflexdes) constituem um
exemplo de funcdo periddica pelo que podem ser descritas como uma série de Fourier através da
equacdo dos Factores de Estrutura (de sigla Fnq). Assim, Fuq (englobando o comprimento de onda, a
amplitude e a fase) descreve o modo como o cristal difracta os raios-X de acordo com a sua
organizacdo interna, isto é, de acordo com a posi¢cdo dos atomos representada pela densidade
electrénica (de sigla p(x,y,z)) **.
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Torna-se, pois, possivel descrever Fpy através da seguinte formula (em que V representa o

volume da célula unitaria):

Fhkl = p(x,y, z)e[zrrii:hx+ky+iz}]dT;'
4

Atendendo a que a transformada de Fourier é uma operacao reversivel, é igualmente possivel

descrever a densidade electronica em fungdo dos Factores de Estrutura através da seguinte formula
52,54,55.

plx,y,z) = Z \Fhk)| . @~ 27i(hx+iy +lz—ahkl)
Rkl

A densidade electrénica, como o0 nome sugere, descreve a localizacdo dos electrdes na célula
unitaria permitindo, como referido, a determinacdo das posicdes dos atomos (coordenadas no espago
real x,y,z). Analisando a férmula anterior, verifica-se que a densidade electronica pode ser calculada
conhecendo-se dois factores: a amplitude de Fpq (representada por |Frnq|) € a fase; experimentalmente,
consegue-se determinar |Fyq| Visto que corresponde, aproximadamente, a raiz quadrada da intensidade
das reflexdes, mas ndo € possivel conhecer o angulo da fase o que leva ao denominado “Problema da
Fase” em Cristalografia ** .

A resolucdo do “Problema da Fase” passa pela utilizagdo de diferentes métodos que levem a
determinacdo das fases aproximadas. No caso de ndo existirem estruturas homologas, a inclusdo de
atomos pesados e a dispersdo andémala possibilitam tal determinacdo através de métodos como a
Substituicdo Isomorfica Mdltipla (de sigla MIR do inglés Multiple Isomorphous Replacement) e a
Dispersdo Anémala Mdltipla (de sigla MAD do inglés Multiple Wavelength Anomalous Dispersion) **.

Todavia, no caso de existirem ja estruturas homdlogas resolvidas (ou seja, que sejam
estruturalmente semelhantes a proteina de interesse), recorre-se ao Método de Substituicdo Molecular
(de sigla MR do inglés Molecular Replacement) no qual se usam as fases do modelo conhecido para
determinar as fases da proteina em estudo. A Substituicdo Molecular compreende dois passos: rotacao
e translacdo. Na rotagdo consegue-se encontrar a orientagdo da estrutura conhecida na célula unitaria
da nova estrutura enquanto que na translacdo se consegue 0 correcto posicionamento da estrutura
conhecida na célula unitaria da nova estrutura >,

Tem-se, pois, que o uso das fases da estrutura homdloga e das amplitudes da estrutura em
estudo, permite a obtencdo de um primeiro mapa de densidade electrénica usado para a construcdo do
modelo e sujeito a refinamento de modo a originar um modelo tridimensional inicial da proteina.

Este modelo inclui j& coordenadas x,y,z pelo que pode ser alvo de uma nova transformada de

Fourier para a obtencéo de fases de melhor qualidade usadas para melhorar a densidade electronica e
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permitindo novos passos de construcédo e de refinamento; este ciclo é repetido as vezes necessarias até

se conseguir obter um modelo capaz de explicar satisfatoriamente os dados experimentais °* *°.

1.2.3 — Refinamento da estrutura

Conforme referido anteriormente, a resolucdo de uma estrutura é um processo iterativo em que
se procura melhorar progressivamente as fases. Como tal, os modelos iniciais apresentam erros que
vao sendo eliminados através do processo de refinamento cristalografico.

Assim, durante o refinamento, procura-se ajustar o modelo construido a densidade electrénica
no sentido de conseguir minimizar as diferencas entre as amplitudes observadas (|Fos| ou [Fc|) e as
amplitudes calculadas (|Fcac| ou [Fd) ** .

Consequentemente, estabeleceram-se alguns pardmetros de qualidade do refinamento de modo
a verificar-se se a estrutura obtida possui ou ndo significado real. O par&metro mais importante
consiste no factor R que traduz a concordancia entre 0 modelo construido e os dados experimentais de

acordo com a seguinte formula:

B Y ||Fobs| — |Fealc]||
B Y |Fobs|

Assim, o factor R deve ser o menor possivel o que, analisando a férmula, se traduz pela
proximidade entre os valores de |Fqus| € de |Feac| conforme pretendido. No caso das proteinas, valores
superiores a 0.50 indicam uma estrutura aleatéria enquanto que valores inferiores a 0.20 apontam,
globalmente, para uma boa resolucéo da estrutura *°3*,

Introduzido mais recentemente, 0 Ry CONStitui outro pardmetro de refinamento importante; é
calculado de forma analoga ao factor R, mas usa cerca de 1000 reflexBes (entre 5 a 10%) excluidas do
refinamento permitindo seguir a evolugdo do factor R: a introdugdo de dados incorrectos no modelo
(por exemplo, a adicdo de 4&tomos inexistentes na estrutura cristalina) pode fazer diminuir o factor R,
mas Nao 0 Rree.

Deste modo, caso o modelo construido continue a explicar correctamente os dados
experimentais, os valores do factor R e do Rse. devem-se manter aproximados entre si com o Ultimo a
apresentar, geralmente, um acréscimo até 0.05 em relacdo ao primeiro. Se esta diferenga for muito
maior que 0.05, algum parametro introduzido no modelo pode ndo corresponder a realidade sendo
muitas vezes necessario reformula-lo °°*°°,

De referir que tanto o factor R como 0 Ry descrevem unicamente os erros globais do modelo,
mas nédo os erros locais. Este facto significa que, mesmo conseguindo-se valores adequados para 0s
parametros citados, podem existir zonas do modelo com erros associados. A deteccdo de tais erros

consegue-se pelo recurso a um outro pardmetro designado por factor de temperatura ou factor B. O
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factor B traduz a vibracdo de dado 4&tomo em relagdo a sua posi¢do possibilitando, por um lado, a
determinacdo da mobilidade relativa dos 4&tomos e, por outro lado, a deteccdo de erros no modelo; se
dado &tomo se encontrar numa posicao incorrecta, o seu factor de temperatura ira ser mais elevado que
0s dos 4&tomos proximos 2%,

Quando se considera que o modelo construido explica de modo satisfatorio os dados

experimentais, depois de passar por varios filtros de validacéo, é, por fim, depositado no PDB.

1.3 — Proteinas em estudo

No trabalho experimental conducente a elaboragdo da presente Dissertacdo, empregaram-se
quatro proteinas distintas nos estudos realizados pelo que se torna importante caracterizar brevemente

cada uma delas.
1.3.1 — Lisozima

A lisozima foi primeiramente identificada, em 1922, por Alexander Fleming ®; verificando-se
a existéncia de diferentes tipos de lisozima no Reino Animal, salienta-se o tipo ¢ no qual se inclui a
lisozima da clara de ovo. Esta enzima, com 129 aminoacidos e cerca de 14400 Da, constitui 0 modelo
proteico por exceléncia nos estudos de Cristalografia de Raios-X tendo sido, inclusive, a primeira
enzima cuja estrutura tridimensional foi resolvida por Cristalografia (gracas aos trabalhos de D. C.
Phillips, em 1966) .

Encontrando-se em diversos fluidos bioldgicos (destacando-se as lagrimas e a saliva) e tecidos
(nomeadamente ao nivel das vias aéreas e do intestino), a lisozima participa em mecanismos de defesa
imunoldgica ao conseguir hidrolisar o peptidoglicano e, consequentemente, degradar a parede celular

de algumas bactérias .
1.3.2 — Hemoglobina

A hemoglobina foi identificada nos meados do século XIX, mas a sua estrutura apenas foi
resolvida por Cristalografia de Raios-X cerca de um século mais tarde, em 1959, com os trabalhos de
Max Perutz .,

Encontrando-se nos glébulos vermelhos, trata-se de uma proteina tetramérica com 2 cadeias o
(cada uma com 141 aminoacidos) e duas cadeias B (cada uma com 145 aminoacidos) € com um peso

molecular de, aproximadamente, 64500 Da. Cada cadeia possui um grupo hemo capaz de transportar o
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oxigénio dos pulmdes até aos varios tecidos assistindo-se a um mecanismo alostérico onde a ligacéo

da primeira molécula de oxigénio a proteina, facilita a ligagdo das restantes trés moléculas *.

1.3.3 — Albumina

A albumina representa cerca de metade do material proteico existente no plasma. E uma
proteina de 585 aminoacidos e com um peso molecular de 66500 Da. Sendo alvo de estudos ha largas
décadas, apenas desde ha cerca de 20 anos se conseguiu obter a sua estrutura a altas resolugdes por
Cristalografia de Raios-X.

Produzida no figado, a albumina é uma proteina solivel em &gua caracterizando-se por
contribuir para a homeostase (através, por exemplo, da captura de ROS), embora o principal papel
atribuido se relacione com a capacidade de ligacdo a varias moléculas (de origem enddgena ou
exdgena como medicamentos) tornando possivel o seu transporte ao longo da corrente sanguinea até

as zonas de actuagdo .

1.3.4 — Transferrina

O termo transferrina designa uma familia de proteinas responsaveis pelo transporte de ferro
férrico (Fe*) até as células destacando-se a transferrina do soro que se encontra no sangue. Trata-se de
uma proteina com cerca de 700 aminoacidos (correspondendo a um peso molecular de,
aproximadamente, 80000 Da) sendo possivel detectar dois 16bulos homélogos — 1é6bulo do N-terminal
e do C-terminal — ligados por uma secg¢do helicoidal.

Os dois lébulos partilham a mesma organizacdo: dois dominios que rodeiam uma grande
abertura onde se situa o local de ligacdo ao ferro. Cada Iébulo consegue transportar uma molécula de
ferro e, embora defiram em alguns aspectos, o seu funcionamento é semelhante entre si pelo que o

estudo de um dos I6bulos é suficiente para se concluir acerca do funcionamento da proteina ®*.
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2. — ODbjectivos
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Com a realizagdo do presente trabalho experimental, pretendeu-se estabelecer um estudo
sistematico sobre as interaccdes estabelecidas entre variados compostos com potencial para serem
usados como CORMs fornecidos pela empresa Alfama e diferentes proteinas: lisozima, hemoglobina,
albumina e transferrina. A seleccdo da lisozima deveu-se ao facto de ser um excelente modelo nos
estudos cristalograficos enquanto que a escolha das restantes proteinas se deveu ao papel que podem
desempenhar no transporte e no mecanismo de ac¢do dos CORMs ao longo da corrente sanguinea.
Para averiguar as possiveis interacgdes entre as proteinas e os compostos utilizaram-se as seguintes
técnicas: Cristalografia de Raios-X, Espectroscopia Ultra-Violeta/Visivel e Espectroscopia de Infra-

-vermelhos.

Para a lisozima, pretendeu-se caracterizar as interac¢des entre a proteina e os compostos ALF
554 e ALF 850 através das metodologias subjacentes a Cristalografia de Raios-X e a Espectroscopia

de Infra-vermelhos.

Quanto a hemoglobina, teve-se por fim averiguar as interaccoes estabelecidas entre a proteina
e os compostos ALF 186, ALF 475, ALF 486, ALF 487, ALF 554, ALF 794 e ALF 850 por
Cristalografia de Raios-X. Adicionalmente, pretenderam-se investigar interaccdes por Espectroscopia
Ultra-Violeta/Visivel (entre a hemoglobina e o ALF 186) e por Espectroscopia de Infravermelhos
(entre a hemoglobina e 0 ALF 850).

Ainclusdo da albumina teve como objectivo primordial a obtencédo de cristais da proteina para
se seguirem as pesquisas sobre possiveis interaccGes com os compostos ALF 190, ALF 475 e ALF 486

por Cristalografia de Raios-X.

Com a transferrina visou-se primeiramente expressar o lébulo N-terminal em Pichia pastoris
seguida da respectiva purificagdo. Ap6s 0s passos de expressdo e de purificacdo, teve-se como
objectivo a obtencdo de cristais de proteina de modo a, posteriormente, conseguir-se seguir as
interacgdes entre a transferrina e os compostos ALF 190, ALF 475 e ALF 486 por Cristalografia de
Raios-X.
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3. — Material e Métodos
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3.1 — Estudos com Lisozima
3.1.1 — Reagentes e Equipamento

A lisozima de clara de ovo foi adquirida a Sigma-Aldrich enquanto que os compostos ALF
554 e ALF 850 foram fornecidos pela empresa Alfama.

Os ensaios de Espectroscopia de Infra-vermelhos foram realizados num espectrofotometro
Spectrum 1000 da Perkin EImer e o brometo de potassio foi adquirido a Sigma-Aldrich.

As cristalizaces foram realizadas em caixas de cristalizacdo de 24 pogos da Nextal usando-se
tampdo acetato da Sigma-Aldrich e cloreto de sédio adquirido a Panreac (nos ensaios de gota assente,
utilizaram-se micropontes Greiner CrystalBridge da Jena Bioscience); o glicerol empregue na solugéo
crio-protectora foi adquirido & Sigma-Aldrich. A visualizagdo das gotas de cristalizagdo efectuou-se

num microscépio Olympus (modelo SZH10).

3.1.2 — Métodos

o Espectroscopia de Infra-vermelhos

Os cristais de lisozima, aos quais se adicionou ALF 850 por soaking, foram transferidos para
uma nova lamela deixando-se a temperatura ambiente overnight permitindo a evaporacéo do solvente
em excesso.

Procedeu-se posteriormente a adicdo da amostra dos cristais em pellets de brometo de potassio

(KBFr) e tragou-se o espectro de infra-vermelhos.

o Cristalografia de Raios-X

Comecou-se por preparar uma solucédo de lisozima 50 mg/ml dissolvendo-a em agua destilada.
Na cristalizacdo, usou-se como solucdo precipitante 0.1 M de tampéo acetato pH=4.5 (NaCH;COO) e
cloreto de sodio (NaCl) 2 a 10%. Efectuaram-se ensaios de gota suspensa e de gota assente sempre
com 700 pl de solugdo precipitante no poco e gotas de 2 pl de proteina e de 2 ul de solugdo
precipitante a uma temperatura de 20 °C.

Adicionou-se aos cristais obtidos uma solucéo de Harvesting Buffer (0.1 M de tamp&o acetato,
pH=4.5, e 12% de cloreto de s6dio) deixando-se estabilizar overnight.

Apobs este periodo, prepararam-se as solucdes de ALF 554 e de ALF 850 com uma
concentragdo de ca 90 mM através da dissolugdo dos compostos na solugdo de Harvesting Buffer.
Realizou-se o soaking, adicionando 2 pl de cada composto as gotas de interesse de modo a obter uma

concentracdo final do composto de 30 mM.
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Prolongou-se o soaking por 24 horas ao fim das quais se procedeu a transferéncia dos
melhores cristais para uma solucdo crio-protectora (0.1 M de tampao acetato, pH=4.5, 12% de cloreto
de sadio e 30% de glicerol) e ao seu congelamento em azoto liquido.

Os cristais congelados foram entdo analisados por radiacdo de Sincrotrdo nas linhas ID 14-4
do ESRF (Grenoble, Franga) e Proxima | do Soleil (Paris, Franca).

Para o cristal com o composto ALF 850, os dados de difrac¢do foram indexados no programa
Mosflm e processados com os programas Pointless e Scala presentes no conjunto de programas CCP4.
A Substituicdo Molecular foi conseguida com o recurso ao programa Phaser, na melhoria das fases
empregou-se o programa DM e para o refinamento recorreu-se ao programa Refmac5 (todas presentes
no CCP4). As visualizagcbes moleculares foram efectuadas no programa Coot e, por ultimo, as figuras
foram geradas no programa Pymol. Cada um destes passos encontra-se descrito com maior detalhe no

sub-capitulo 4.1.2.

3.2 — Estudos com Hemoglobina
3.2.1 — Reagentes e Equipamento

A hemoglobina usada nos ensaios de Espectroscopia de Ultra-violeta/Visivel e de
Espectroscopia de Infra-vermelhos foi adquirida a Sigma-Aldrich enquanto que a hemoglobina
destinada aos ensaios de cristalizacdo foi obtida a partir de sangue de bovino. Todos 0s compostos
empregues (ALFs) foram fornecidos pela empresa Alfama.

Os ensaios de Espectroscopia Ultra-violeta/Visivel foram realizados num espectrofotometro
Ultrospec 2100 pro da Amersham Biosciences.

Os ensaios de Espectroscopia de Infra-vermelhos foram realizados num espectrofotometro
Spectrum 1000 da Perkin Elmer e as amostras em solug&o foram liofilizadas numa centrifuga de vacuo
Univapo 100M da Biogen; o Tris usado aguando da dialise e o brometo de potassio empregue nos
pellets foram adquiridos a Sigma-Aldrich.

As cristalizacGes foram realizadas em caixas de cristalizagdo de 24 pogos da Nextal usando-se
polietilenoglicol (PEG) 4K, cloreto de amoénio (NH4CI) e iodeto de amdnio (NH4l) adquiridos,
respectivamente, a Sigma-Aldrich, & Riedel de Haen e & Merck; a paratona empregue na solucéo crio-
-protectora foi adquirida & Hampton Research. A visualizagdo das gotas de cristalizacdo efectuou-se

num microscépio Olympus (modelo SZH10).
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3.2.2 — Métodos

o Espectroscopia Ultra-violeta/Visivel

Prepararam-se trés solugdes de hemoglobina comercial dissolvendo 5 mg da proteina em 200
ul de agua destilada seguindo-se a preparacao das solucbes de ALF 186 e de ALF 850 (dissolugdo de 1
mg em 100 pl de agua destilada).

Adicionaram-se 2 pul de cada um dos compostos a duas solugdes de hemoglobina, agitando e
deixando-se a incubar durante 2 horas ao fim das quais se tracaram o0s espectros UV/vis da
hemoglobina nativa, da hemoglobina com o ALF 186 e da hemoglobina com o ALF 850 (dilui¢do de
100X) com o recurso ao programa SWIFT Il do espectrofotémetro.

o Espectroscopia de Infra-vermelhos

Para a elaboracdo dos espectros de infra-vermelhos dos cristais de hemoglobina com o ALF
850, seguiu-se um procedimento semelhante ao descrito para a lisozima.

Ja para a elaboracdo dos espectros de infra-vermelhos das amostras em solucdo, comegou-se
por preparar uma solugdo de hemoglobina comercial dissolvendo 5 mg da proteina em 180 pl de
tampdo 10 mM Tris-HCI (pH=8). Paralelamente, preparou-se uma solucdo de ALF 850 (dissolucédo de
1 mg em 100 pl de agua destilada).

Adicionaram-se 20 ul do composto a solu¢do de hemoglobina (levando ao vértex para tornar
homogeéneo). Transferiu-se a solucdo de hemoglobina com ALF 850 para um botdo de dialise
colocando-se a dialisar em 250 ml de tampdo 20 mM Tris-HCI (pH=7.8) overnight (a 4 °C e
renovando uma vez a solucdo de dialise).

Apo0s a dialise, transferiu-se a amostra para um novo tubo e procedeu-se a sua liofilizacdo na
centrifuga de vacuo. Por ultimo, procedeu-se a adi¢cdo da amostra liofilizada em pellets de KBr

tracando-se o respectivo espectro de infra-vermelhos.

o Cristalografia de Raios-X

Comecou-se por diluir as amostras de hemoglobina em tamp&o Tris-HCI 20 mM (pH=8.2)
para uma concentracdo de 60 mg/ml.

Na cristalizacdo, empregaram-se dois métodos distintos (ambos a 20 °C). Por um lado,
efectuaram-se ensaios de gota suspensa variando a solucéo precipitante e a propor¢do das gotas de
acordo com o indicado na Tabela 3.1. Por outro lado, realizaram-se ensaios em que se colocou nos
pocos 500 pl e 700 pl de solug@o precipitante (20% de PEG 4K e 0.2 M de NHyl) aos quais se
adicionou directamente 3,4,5 ¢ 6 pl de hemoglobina; repetiu-se 0 procedimento para a solugdo
precipitante composta por 20% de PEG 4K e 0.2 M de NH,CI.
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Tabela 3.1 — Condigbes de cristalizacdo testadas para a hemoglobina através da técnica de gota

suspensa
Todos os ensaios foram realizados com hemoglobina a 60 mg/ml e usando 700 pl de solugdo precipitante nos
pOGOS
Proteina Solugéo precipit_ante _ _Solugéo Tipo de gota (_Protel'na+Squgéo
no reservatorio precipitante na gota precipitante) (ul)
20% de PEG 4K 242
0.2 M de NH4l
20% de PEG 4K 15% de PEG 4K 242
0.2 M de NH4l 0.2 M de NHyl
20% de PEG 4K 15% de PEG 4K 043
0.2 M de NH4l 0.2 M de NH4l
20% de PEG 4K 10% de PEG 4K 242
0.2 M de NH4l 0.2 M de NHyl
20% de PEG 4K 242
0.2 M de NH,CI
Hemoglobina 15% de PEG 4K 942
60 mg/ml 0.2 M de NH,CI
10% de PEG 4K 240
0.2 M de NH,CI
20% de PEG 4K 15% de PEG 4K 249
0.2 M de NH,CI 0.2 M de NH,CI
20% de PEG 4K 15% de PEG 4K 243
0.2 M de NH,CI 0.2 M de NH,CI
20% de PEG 4K 10% de PEG 4K 240
0.2 M de NH,CI 0.2 M de NH,CI

Para os cristais de hemoglobina obtidos pela técnica de gota suspensa, prepararam-se solucées
de diversos ALFs (186, 475, 486, 487, 554, 794 e 850) com uma concentracdo de 90 mM através da
dissolucdo em 25% de PEG 4K e 20 mM Tris-HCI (pH=7.5). Realizou-se o soaking, adicionando 0.5
pl de cada composto as gotas de interesse de modo a obter uma concentragao final do composto de 10
mM. Ja para os cristais de hemoglobina obtidos pela adi¢do directa da proteina ao pogo, o soaking foi
realizado pela adicdo completa do conteido dos vials dos compostos (em p0) ao pogo.

Em ambos os casos, prolongou-se o soaking por 24 horas ao fim das quais se procedeu a
transferéncia dos melhores cristais para uma solugéo crio-protectora (paratona) e ao seu congelamento
em azoto liquido.

Os cristais congelados foram entdo analisados por radiacdo de Sincrotréo nas linhas 1D 14-1 e
ID 23-1 do ESRF (Grenoble, Franca) e Proxima | do Soleil (Paris, Franga).

Para o cristal com o composto ALF 850, empregaram-se 0s programas descritos para a

lisozima.
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3.3 — Estudos com Albumina
3.3.1 — Reagentes e Equipamento

A albumina (Recombumin) foi adquirida & Novozymes enquanto que os compostos ALF 190,
ALF 475 e ALF 486 foram fornecidos pela empresa Alfama.

Os primeiros ensaios de cristalizacdo foram realizados em caixas de cristalizacdo de 24 pocos
da Nextal usando-se PEG 4K e tampao fosfato adquiridos a Sigma-Aldrich. Numa segunda fase, o0s
ensaios foram realizados em caixas de cristalizagdo de 96 po¢os da Douglas Instruments recorrendo-se
ao robd de cristalizagdo Oryx 8 da Douglas Instruments e empregando diferentes screens de
cristalizacdo: JBS1, JBS2, JBS3, JBS4 e JCSG+ da Jena BioScience e PEG/Ion 4K e PEG/lon 8K da
Hampton Research; o glicerol empregue na solucdo crio-protectora foi adquirido a Sigma-Aldrich. A

visualizacdo das gotas de cristalizacdo efectuou-se num microscopio Olympus (modelo SZ60).

3.3.2 — Métodos

Realizaram-se ensaios de cristalizacdo com um screen de 22 a 30% de PEG 4K e 50 mM de
tampao fosfato de potassio; com a proteina a 100 mg/ml, efectuaram-se ensaios de gota assente sempre
com 700 ul de solugdo precipitante no poco ¢ gotas de 2 ul de proteina e de 2 ul de solugdo
precipitante a 4 °C e a 20 °C.

Paralelamente, procedeu-se a realizacdo de ensaios no rob6 de cristalizacdo (temperatura de 4
°C): variando a concentracao de proteina (100 mg/ml e 150 mg/ml), usaram-se 0s screens comerciais
JBS1, JBS2, JBS3, JBS4 e JCSG+ (cuja constituicdo se indica nos Anexos) em gotas de 0.3 pl de
proteina e 0.2 pl de solugdo precipitante.

Os melhores cristais obtidos foram usados para seeding empregue em novos ensaios no rob6
de cristalizagdo (gotas com 0.3 pl de proteina, 0.15 pl de solucdo precipitante e 0.05 ul de seeds),
reproduzindo as condigdes anteriores de concentracdo e de temperatura, mas usando 0s screens
comerciais PEG/lon 4K, PEG/lon 8K e JBS3 (constitui¢do igualmente nos Anexos).

As condigdes que originaram cristais foram usadas em ensaios de co-cristalizacdo no rob6 de
cristalizacdo (temperatura de 4 °C) usando albumina (150 mg/ml) incubada com ALF 190, ALF 475 e
ALF 486 (adicao de 1 mg do composto a 100 pl de albumina).

Apos 48 horas, procedeu-se a transferéncia do cristal obtido com ALF 475 para uma solucéo
crio-protectora (20% de PEG 4K, 0.2 M de tartarato de amoénio e 25% de glicerol) e ao seu
congelamento em azoto liquido. O cristal congelado foi posteriormente analisado por radiagdo de
Sincrotrdo na linha 1D 14-4 do ESRF (Grenaoble, Franca).
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3.4 — Estudos com Transferrina
3.4.1 — Reagentes e Equipamento

A sobre-expressdo do l6bulo N-terminal da transferrina do soro humano foi conseguida com
recurso a glicerol (adquirido a Sigma-Aldrich) e a metanol (adquirido a Panreac). Empregaram-se
ainda diferentes meios: MM, BMGY. Basal Salt e PTM-1 (ver Anexos). O crescimento da levedura
ocorreu numa incubadora com agitagdo Weiss Gallenkamp enquanto que para as centrifugacfes de
recolha da proteina se recorreu a ultra-centrifuga Avanti J-26 XPI da Beckman Coulter, ao rotor de
centrifuga JA-10 da Beckman Coulter e a tubos de centrifuga de 500 ml da Nalgene.

Na purificacdo por filtracdo, o Vivacell 250 e a respectiva membrana de 10 kDa foram
adquiridos a Sartorius Stedim Biotec enquanto que na purificacdo por precipitacdo com sulfato de
amonio, este foi adquirido a Sigma-Aldrich.

Para a cromatografia de troca idnica, usou-se uma coluna Mono Q 5/50 GL da Amersham
Bioscience.

A concentracdo da proteina foi conseguida através do uso de centricons com uma membrana
de 10 kDa adquiridos a Amicon e confirmada num espectrofotémetro Ultrospec 2100 pro da
Amersham Biosciences. Efectuaram-se as centrifugagdes numa centrifuga 5804R da Eppendorf.

Os passos de sobre-expressdo e de purificacdo foram seguidos através de electroforese SDS-
-PAGE usando uma tina de electroforese BioRad (Mini-PROTEAN® Tetra Cell) e uma fonte de
alimentacdo igualmente da BioRad. Como marcador de pesos moleculares usaram-se NZYColour
Protein Marker e NZYColour Protein Marker 1l ambos adquiridos a NZYTech.

Os compostos ALF 190, ALF 475 e ALF 486 foram fornecidos pela empresa Alfama.

Os primeiros ensaios de cristalizacdo foram realizados em caixas de cristalizacdo de 24 pocos
da Nextal usando-se as solucdes 80! (em stock). Numa segunda fase, os ensaios foram realizados em
caixas de cristalizacdo de 96 pogos da Douglas Instruments recorrendo-se ao rob6 de cristalizagdo
Oryx 8 da Douglas Instruments e empregando diferentes screens de cristalizacdo: JBS3 da Jena
BioScience e PEG/lon 4K e PEG/lon 8K da Hampton Research; a paratona empregue na solu¢do crio-
-protectora foi adquirida & Hampton Research. A visualizagdo das gotas de cristalizagdo efectuou-se

num microscépio Olympus (modelo SZH10).
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3.4.2 — Métodos

o Sobre-expressdo em Pichia pastoris e purificacéo

A sobre-expressdo da proteina em Pichia pastoris seguiu 0s passos previamente estabelecidos
% Deste modo, comecou-se por plaguear o clone de interesse de Pichia pastoris numa placa de Petri
de onde se retirou uma coldnia para realizar o pré-indculo em 10 ml de meio BMGY num tubo Falcon
de 50 ml.

Apods incubacdo overnight (28 °C e 240 rpm), transferiu-se o pré-indculo para dois
Erlenmeyers de 2 litros com 400 ml de meio BMGY (5 ml para cada Erlenmeyer).

Apbds nova incubacdo overnight (28 °C e 240 rpm), adicionaram-se 20 ml de 10% glicerol a
cada Erlenmeyer deixando-se a incubar nas mesmas condigdes por 24 horas.

Ao fim das 24 horas, procedeu-se a centrifugacdo do meio de cultura (3000xg, 20 minutos, 15
°C), descartando o sobrenadante e ressuspendendo o pellet de cada Erlenmeyer (contendo as células da
levedura) em 500 ml de meio Basal Salt, 0.5 ml de meio PTM-1 e 2.5 ml de metanol. Transferiram-se
as células ressuspendidas para dois novos Erlenmeyers de 2 litros deixando-se a incubar nas condicdes
descritas de modo a iniciar a primeira fase de indug&o.

Nos cinco dias seguintes, adicionaram-se diariamente 2 ml de metanol a cada um dos
Erlenmeyers e retirou-se uma amostra de 1 ml para ser analisada por electroforese SDS-PAGE.

Ap0s os cinco dias, procedeu-se a nova centrifugacao (3000xg, 20 minutos, 15 °C). Juntou-se
0 sobrenadante (contendo a proteina) de ambos os Erlenmeyers a -20 °C. Ressuspendeu-se novamente
0 pellet de cada Erlenmeyer em 500 ml de meio Basal Salt, 0.5 ml de meio PTM-1 e 2.5 ml de
metanol, transferindo-se para dois novos Erlenmeyers de 2 litros e deixando-se a incubar nas
condicdes descritas de modo a iniciar a segunda fase de inducéo.

Nos cinco dias seguintes, adicionaram-se diariamente 2 ml de metanol a cada um dos
Erlenmeyers e retirou-se uma amostra de 1 ml para ser analisada por electroforese SDS-PAGE. Apds
estes dias, realizou-se uma nova centrifugacdo (3000xg, 20 minutos, 15 °C) guardando-se o
sobrenadante a -20 °C e desprezando o pellet.

Para a purificagdo da proteina, juntaram-se os sobrenadantes das duas indugdes e ajustou-se o
pH para 7 com 10 M de hidroxido de sodio (removendo o precipitado branco formado por filtracdo
com papel de filtro).

Na purificacdo por filtragdo com pressdo, transferiu-se o sobrenadante para o Vivacell 250
(membrana de 10 kDa) colocando-o num agitador orbital (90 rpm) e trocando o tampéo para 10 mM
de Tris-HCI, pH=8 (com 0.02% de azida de sédio) até um volume final de, aproximadamente, 25 ml
que foi centrifugado (10000 rpm, 10 minutos, 4 °C) e filtrado (papel de filtro) de forma a clarifica-lo.

Na purificacdo por precipitacdo com sulfato de amonio, comegou-se por preparar uma solucdo

sobressaturada de sulfato de aménio a 4.1 M. Usaram-se os factores presentes na Tabela 3.2 para
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multiplicar o volume de sobrenadante e determinar qual o volume de sulfato de amonio a adicionar
para se obter a percentagem final desejada: 20, 40, 60 e 80%. Apo6s a adi¢do do volume adequado de
sulfato de amonio, colocou-se o sobrenadante sob agitacéo, a 4 °C, durante uma hora ao fim da qual se
centrifugou (6000 rpm, 10 minutos, 4 °C). Ressuspendeu-se o pellet em 10 ml de tampdo 10 mM de
Tris-HCI, pH=8 (com 0.02% de azida de sodio). Repetiu-se este procedimento para todas as
percentagens finais de sulfato de amonio partindo do sobrenadante da centrifugacdo anterior (por
exemplo, para se obter o precipitado a 40% usou-se o sobrenadante da precipitagdo a 20%).

Tabela 3.2 — Factores de multiplicacdo usados na precipitacdo com sulfato de amonio

Para se conseguir a percentagem final de sulfato de aménio desejada, deve-se multiplicar o volume de
sobrenadante a purificar pelo factor indicado que é influenciado pela percentagem inicial de sulfato de amonio
existente em solucéo

Percentagem inicial de sulfato Percentagem final de sulfato de amonio
de amonio
20% 40% 60% 80%
0% 0.250
20% 0.333
40% 0.500
60% 1

Na cromatografia de troca idnica, aplicou-se a amostra de proteina numa coluna Mono Q
previamente equilibrada usando um gradiente: 10 mM de Tris-HCI, pH=8 (com 0.02% de azida de
s0dio) — 0.4 M de Tris-HCI, pH=8 (com 0.02% de azida de sodio).

Procedeu-se a concentracdo da proteina com recurso a centricons com membrana de 10 kDa
até uma concentracdo de 80 mg/ml confirmando-se a concentracdo pela leitura da absorvancia a 280
nm (huma célula de quartzo).

Os passos de inducdo, da purificacdo (Vivacell 250 e precipitacdo com sulfato de amoénio), da
cromatografia de troca idnica e de concentracdo final no centricon foram analisados por electroforese
SDS-PAGE (24mA, voltagem variavel, 60 minutos).

o Ensaios de cristalizagdo

Realizaram-se ensaios de cristalizacdo com as solugdes 80! (condigfes adaptadas do método
de Jancarik & Kim de 1991 e cuja composicdo se indica nos Anexos); com a proteina a 80 mg/ml,
efectuaram-se ensaios de gota suspensa sempre com 700 ul de solugdo precipitante no pogo e gotas de
2 pl de proteina e de 2 pl de solugdo precipitante a 20 °C.

Paralelamente, procedeu-se a realizacdo de ensaios no rob6 de cristalizacdo (temperatura de 20
°C): repetindo-se a concentragdo da proteina, usaram-se os screens comerciais PEG/lon 4K, PEG/lon
8K e JBS3 (constituicao indicada nos Anexos) para gotas de 0.3 pl de proteina e 0.2 ul de solugdo

precipitante.
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As condigdes que originaram cristais foram usadas em ensaios de co-cristalizagédo no rob6 de
cristalizacdo (temperatura de 20 °C) usando transferrina (80 mg/ml) incubada com ALF 190, ALF 475
¢ ALF 486 (adicao de 1 mg do composto a 100 pl de proteina).

Apbs 72 horas, procedeu-se a transferéncia dos cristais obtidos com os trés compostos para
uma solucdo crio-protectora (paratona) e ao seu congelamento em azoto liquido. Os cristais
congelados foram posteriormente analisados por radiacdo de Sincrotrdo nas linhas ID 14-1 e ID 14-4
do ESRF (Grenoble, Franga).
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4. — Resultados e Discussao
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4.1 — Estudos com Lisozima

Antes de se tentar obter resultados relativos a interaccdo dos CORMs com proteinas
sanguineas (hemoglobina, albumina e transferrina), comegou-se por analisar estas mesmas interacgdes
com a lisozima de clara de ovo.

Esta escolha justifica-se com o facto da lisozima ser um excelente modelo nos estudos de
Cristalografia de Raios-X, ndo sé pela facilidade em cristalizar, mas também pela qualidade da
difraccdo que os cristais costumam possuir. Juntando a estas caracteristicas, a capacidade da lisozima
conseguir estabelecer interac¢Ges com ligandos diversos, percebe-se que a caracterizacdo do complexo
lisozima-CORM pode ajudar na posterior interpretacdo dos dados relativos a ligagdo do CORM com
as proteinas de interesse.

O estudo da lisozima com os CORMs foi seguido através de Espectroscopia de Infra-

-vermelhos e de Cristalografia de Raios-X.

4.1.1 — Espectroscopia de Infra-vermelhos

A Espectroscopia de Infra-vermelhos revela-se uma metodologia Gtil na caracterizacdo das
interaccdes entre proteinas e os MCCs ao conseguir determinar as vibracdes de elongacdo (stretching
vibrations) caracteristicas do CO em tais compostos.

Assim, no sentido de se identificar possiveis interacgdes entre a lisozima e o ALF 850,
utilizaram-se parte dos cristais de lisozima
destinados aos estudos por Cristalografia de
Raios-X (Figura 4.1) para realizar soaking
com o composto durante 24 horas (as
condigdes de obtencdo dos cristais estdo
descritas no subcapitulo 4.1.2.1) e tracar o
respectivo espectro de infra-vermelhos
(Figura 4.2).

Figura 4.1 — Cristais de lisozima empregues no soaking com o ALF 850
para analise por Espectroscopia de Infra-vermelhos

Cristais obtidos com 0.1 M de tamp&o acetato (pH=4.5) e 6% de NaCl e com um
tamanho compreendido entre 0.1 € 0.2 mm
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Figura 4.2 — Espectro de infra-vermelhos da amostra de cristais de lisozima com ALF 850
N&o se observam bandas entre 2060 e 1950 cm™ o que indica que ndo houve a formacdo de aductos entre a
proteina e o composto

Ap0s o soaking, procurou-se transferir o maximo de cristais possiveis da gota de cristalizacéo
para uma nova lamela sem arrastar a solugdo de cristaliza¢do para garantir que a eventual deteccdo de
sinal se deve efectivamente a aductos entre a proteina e 0 ALF 850 e ndo ao composto que nao reagiu
e se mantém na referida solucdo.

Os estudos previamente realizados com lisozima e 0 CORM-3 *° apontam para a existéncia de
um par de bandas situadas, aproximadamente, entre 2060 e 1950 cm™ pelo que é expectavel um
comportamento semelhante no presente caso de estudo. Contudo, a analise do espectro de infra-
-vermelhos obtido, representado na Figura 4.2, contraria o esperado ao revelar a auséncia de bandas
nessa zona. Tal auséncia aponta para o facto de ndo existir aductos proteina-composto levando a trés
interpretacBes: o soaking ndo ter resultado e o ALF 850 ndo se incorporou nos cristais de lisozima, a
quantidade de cristais utilizados ter sido insuficiente para a correcta deteccdo do sinal do aducto ou
esta ligacdo ndo se verificar naturalmente.

Os conhecimentos j& adquiridos apontam para a ocorréncia das ligagcdes entre os metais de
transicdo e certos residuos da lisozima pelo que a terceira hipdtese é pouco plausivel. Juntando os

resultados obtidos nos estudos por Cristalografia de Raios-X, este cenario torna-se ainda menos
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provavel ja que os dados estruturais (conforme discutido no subcapitulo seguinte) mostram a presenca
de ruténio nos cristais de lisozima. Consequentemente, ter-se-4 que tentar novamente o soaking dos
cristais de lisozima com o ALF 850, aumentando o nimero de cristais seleccionados para andlise, e
repetir o espectro de infra-vermelhos de modo a corroborar os resultados evidenciados pela
Cristalografia.

Assim, os resultados extraidos da espectroscopia de infra-vermelhos ndo tornam possivel tirar
conclusdes acerca do estabelecimento de aductos entre a lisozima e o ALF 850. Todavia, o recurso a
metodologias complementares confirmam a existéncia de tais aductos pelo que, com os cuidados
expressos anteriormente, se espera que a repeticdo do espectro de infra-vermelhos permita chegar a
resultados idénticos e, deste modo, contribua para a correcta caracterizacdo das interacgdes entre a
lisozima e 0 ALF 850.

4.1.2 — Cristalografia de Raios-X

Considerando os diferentes passos necessarios no estudo por Cristalografia de Raios-X, torna-

-se mais perceptivel apresentar os Resultados e respectiva Discussao em cinco seccgoes.

4.1.2.1 — Ensaios de cristalizacéo

Encontrando-se bem caracterizada, sabe-se que a cristalizacdo da lisozima é conseguida
usando uma concentracao de proteina igual a 50 mg/ml e como solugdo precipitante 0.1 M de tampé&o
acetato (pH=4.5) com diferentes percentagens de cloreto de sédio (NaCl): 2 a 10% *°.

Efectuaram-se ensaios de cristalizagdo a 20 °C reproduzindo as condi¢fes descritas através do
método de difusdo de vapor: gota suspensa (hanging drop) e gota assente (sitting drop) de 2 ul + 2 pl
(2 pl de proteina e 2 pl de solugdo precipitante). No dia seguinte a preparagao das gotas, foi j& possivel
observar a formacdo de cristais que se deixaram em repouso para promover 0 seu crescimento até
valores considerados ideais para as acgdes subsequentes (entre 0.1 e 0.2 mm) podendo-se comprovar
que os cristais de lisozima s&o estaveis apos a sua formagéo.

Obtiveram-se melhores cristais (Unicos com tamanho adequado e arestas bem definidas) para a
condigdo de 6% de NaCl tanto nos ensaios de gota suspensa (Figura 4.3) como nos de gota assente
(Figura 4.4) pelo que foram os escolhidos para a proxima fase do trabalho, ou seja, a realizagdo do
soaking dos cristais com os compostos desejados (ALF 554 e ALF 850) de modo a conseguir-se a sua
incorporacdo nos cristais de lisozima. Para tal, adicionaram-se 4 pl de solugdo de estabiliza¢ao
(Harvesting Buffer) as gotas de interesse e, aps deixar-se overnight, adicionaram-se 2 ul de ALF 554

e de ALF 850 (com uma concentracgdo de 30 mM).
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Figura 4.3 — Cristais de lisozima obtidos nos Figura 4.4 — Cristais de lisozima obtidos nos
ensaios de gota suspensa ensaios de gota assente
Cristais obtidos com 0.1 M de tampdo acetato Cristais obtidos com 0.1 M de tampdo acetato
(pH=4.5) e 6% de NaCl e com um tamanho de, (pH=4.5) e 6% de NaCl e com um tamanho de,
aproximadamente, 0.2 mm aproximadamente, 0.2 mm

Este passo revela-se importante para o sucesso da experiéncia visto que, em virtude da elevada
percentagem de agua, os cristais de proteinas sdo frageis e a adicdo de Harvesting Buffer que tem a
mesma composicdo da solucdo precipitante, mas com maior concentracdo do agente precipitante
(neste caso, 12% de NaCl), permite que o cristal ndo se dissolva aquando da sua manipulacao.

Por outro lado, os compostos encontram-se liofilizados pelo que é necessario dissolvé-los
antes de realizar o soaking. Usando-se agua para esta dissolugdo, existe o risco de, aquando da adicdo
do composto ao cristal, se perturbar o equilibrio existente na gota levando a diluicdo do cristal. Este
problema foi ultrapassado pela dissolu¢do dos compostos no proprio Harvesting Buffer que, estando ja
presente na gota, atenua a referida perturbacéo e
contribui para a sobrevivéncia dos cristais.

Prolongou-se o soaking durante 24 horas
ao fim das quais se verificaram as gotas (Figura
4.5) observando-se, no caso do ALF 554, alguns
cristais com formas irregulares e com fissuras €, no
caso do ALF 850, uma coloracdo amarelada dos
cristais o que, em ambos 0s casos, parece indicar o

sucesso do soaking, ou seja, a difusdo do composto

pelo cristal. Figura 4.5 — Cristais de lisozima ap6s o soaking (durante
24 horas) com o ALF 850
Observam-se cristais de, aproximadamente, 0.2 mm e com uma
coloragdo amarela indicativo que o soaking funcionou

Procedeu-se entdo a recolha e congelamento em azoto liquido dos melhores cristais com ALF
554 e com ALF 850 para posterior andlise por radiacdo de Sincrotrdo no ESRF, sigla para European
Synchrotron Radiation Facility (Grenoble, Franca), e no Soleil (Paris, Franca). Saliente-se a
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necessidade de empregar uma solugéo crio-protectora aquando do congelamento (aqui conseguida pela
adicdo de 30% de glicerol a solucdo de estabilizacdo) para evitar a formagdo de anéis de gelo que
interferem na interpretagéo dos resultados de difracgao.

Na Tabela 4.1, encontram-se resumidas as condi¢es observadas para os cristais analisados. Os
dados relativos aos cristais de lisozima com o ALF 554 encontram-se presentemente a ser processados
nao sendo aqui incluidos por questdes de propriedade intelectual. J& os dados relativos ao cristal de
lisozima com o ALF 850 foram tratados no seguimento da presente Dissertacdo apresentando-se nos
préximos subcapitulos seguintes o0s passos até a determinacdo e interpretacdo da estrutura
tridimensional do complexo.

Tabela 4.1 — Resumo das condicdes e resultados de difrac¢do dos cristais de lisozima analisados por
radiacdo de Sincrotrdo (ESRF e Soleil)

. Soaking Condigdes de . Linha de Resultado de
Proteina A Crio-protector - x . ~
com cristalizagéo Sincrotréo difraccéo
s0mgiml 224 ESRF 15A
Lisozima A ¢ 0.1M Tamp&o ID 14-4 Resolucéo de
50 mg/ml 554 Acetato de sodio ESRF 14 A
0.1M Tampdo Acetato

o (pH=4.5) - <
Lisozima ALF de sodio (pH=4.5) 595 NaCl ID 14-4 Resolucéo de
50 mg/ml 2% 0 N ’ ESRF 13A
Lisozi 30% Glicerol Proxima |

isozima ALF roxima Resolugao de
50 mg/ml 850 Soleil 179 A

4.1.2.2 — Experiéncia de difrac¢cdo — Lisozima + ALF 850

Como referido anteriormente, o cristal de lisozima
com o ALF 850 difractou até 1.79 A (recolha de dados a um
comprimento de onda de 0.99 A). Torna-se agora necessario _
tratar as reflexdes existentes no padrdo de difrac¢do (Figura 5 '
4.6) de modo a conseguir os indices hkl (coordenadas no

espaco reciproco) com as respectivas intensidades (lna) € 0

erro associado (Gh).

Figura 4.6 — Padrdo de difraccdo do cristal de
lisozima com o ALF 850
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Para tal, recorreu-se ao programa Mosflm que, originando no final um ficheiro mtz com as
informagdes supracitadas, permite indexar as imagens recolhidas do cristal no Sincrotrdo (neste caso,
200 imagens) e obter os pardmetros que caracterizam a celula unitaria (constantes a, b, ¢ e angulos «,
p, ). Assim, os dados obtidos permitem verificar que o cristal em estudo possui como constantes:
a=78.79, b=78.79, c=37.32 A e a=90°, p=90°, y=90°.

Atendendo a que a=b#c e que a=f=y=90° pode-se desde logo comprovar que o cristal
pertence ao sistema cristalino tetragonal, mas ndo concluir acerca do respectivo grupo espacial.

Esta determinacdo consegue-se através da utilizacdo do programa Pointless presente no
conjunto de programas cristalografico CCP4 (sigla para Collaborative Computational Project Number
4). O Pointless analisa as intensidades das reflexdes obtidas (presentes no ficheiro mtz proveniente do
Mosflm) sendo capaz de fornecer o grupo espacial que melhor se adapta as constantes da célula
unitaria. Verifica-se que o cristal de lisozima com o composto ALF 850 pertence, com uma
probabilidade de 98.6%, ao grupo espacial P432;2.

Por outro lado, neste ponto, as intensidades das reflexdes medidas ndo se podem comparar por
ndo se encontrarem na mesma escala (por exemplo, ao longo da recolha de dados, o feixe de raios-X
pode ir danificando o cristal provocando uma variacdo nas intensidades obtidas). De modo a
ultrapassar esta limitacdo e escalar os dados obtidos, recorreu-se ao programa Scala do CCP4; usando
o ficheiro mtz originario do Pointless, o Scala, além da correc¢do dos dados, fornece estatisticas Uteis

para a avaliacdo da sua qualidade sumariadas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Estatisticas de qualidade dos dados de difrac¢do e coeficiente de Matthews do cristal de
lisozima com o ALF 850

Multiplicidade = Total de reflexdes medidas / Total de reflexfes Unicas

Conteldo em solvente = 1 — (1.23/Vy)

_ k- =1=  Volume da célulo unitiria
amerge — - Vil = — . 1t -
= E Ik Masso Ao celuea unitaria
Parametro Resultados globais Camada externa de resolucéo
Resoluc&o 39.39-1.79 A 1.89-1.79 A
<I/eI> 30.9 17.7
Multiplicidade 14.3 14.4
Numero de Reflexdes totais 144756 23188
Numero de Reflexdes Unicas 10106 1615
Rimerge 6.4% 12.1%
Mosaicidade 0.51
Completeness 87.30% 98.10%
Numero de moléculas por 1
unidade assimétrica
Coeficiente de Matthews (V) 2.01 A/Dalton
Conteudo em solvente 38.88%
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A andlise dos dados fornecidos permite, numa primeira instancia, verificar que os dados
podem ser usados com confianga j& que a intensidade é, aproximadamente, 31 vezes maior que o ruido
associado (<I/cI> de 30.9). De notar que mesmo na camada mais externa de resolugéo (1.89 a 1.79 A),
este valor € bem maior que o minimo teérico (17.7 e 2, respectivamente) o que significa que os dados
a altas resolucdes continuam a ser validos podendo ser, efectivamente, usados e auxiliando na
construcdo de um modelo mais completo.

Seguidamente, a multiplicidade expressa quantas vezes uma dada reflexdo foi medida o que se
consegue sabendo o total de reflexdes existente no conjunto de dados e o nimero de reflexdes Unicas,
isto é, ndo relacionadas entre si por simetria. Uma alta multiplicidade permite um melhor calculo das
intensidades e respectivo erro associado o que no cristal em estudo se verifica (multiplicidade de
14.3).

Por outro lado, o valor de Rnerge €Stabelece a relagéo entre as reflexdes equivalentes que devem
possuir uma intensidade semelhante. O seu valor ndo deve ser alto caso contrario os dados recolhidos
ndo serdo Uteis para a resolucéo da estrutura; idealmente o valor de Rperge deve situar-se entre os 5% e
0s 10% (tal como se verifica no cristal de lisozima com ALF 850 com um valor de Rperge de 6.4%)
sendo que na camada mais externa de resolucdo esse valor aumenta (correspondendo igualmente ao
caso em estudo com 12.1%).

Ja a mosaicidade ilustra o nivel de organizagdo interna do cristal ao representar o
desfasamento da célula unitaria no espago tridimensional. Uma baixa mosaicidade (teoricamente
menor que 1) revela que o desfasamento néo é significativo pelo que a organizagdo do cristal € elevada
e os dados de difraccdo sdo bons o suficiente para a resolucdo da estrutura. Neste caso, a mosaicidade
obtida de 0.51 indica que os dados recolhidos se adequam para a continuacao do trabalho.

Por Gltimo, o valor de completeness traduz a percentagem de reflexées medidas face ao
namero total de reflexBes possiveis a dada resolucdo devendo ser o mais proximo possivel de 100%.
Os dados em estudo apresentam um valor de completeness de 87.3% 0 gque, mesmo ainda um pouco
afastado da totalidade, pode ser suficiente para a resolucdo da estrutura: existem estruturas resolvidas
com sucesso e gue possuem valores de completeness inferiores.

Em conclusdo, a analise da generalidade dos parametros atrds discutidos aponta para a

qualidade dos dados de difraccdo pelo que é possivel avangar para a resolu¢do do modelo.

4.1.2.3 — Resolucao da estrutura — Lisozima + ALF 850

O tratamento dos dados efectuado até agora possibilitou a determinacéo das intensidades das
reflexdes sendo que a intensidade corresponde, aproximadamente, ao quadrado dos Factores de
estrutura (Fnq). Contudo, este mesmo tratamento ndo torna possivel estabelecer o &ngulo da fase das

ondas difractadas (o) 0 que leva ao chamado Problema da Fase.
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Assim, a resolugdo da estrutura requer a solucdo prévia do problema da fase. No caso da
lisozima com o ALF 850, atendendo ao facto da estrutura da lisozima estar identificada ha largos anos,
escolheu-se o Método de Substituicdo Molecular (Molecular Replacement) para determinar as fases
através do programa Phaser do CCP4.

A primeira etapa da Substituicdo Molecular passa pela escolha da estrutura conhecida usada
para a determinacdo das fases do complexo em causa através da consulta da base de dados PDB
(Protein Data Bank). A realizacdo desta escolha baseou-se em critérios que assegurem que a estrutura
conhecida seja a mais aproximada possivel a estrutura em estudo: proveniente do mesmo organismo
(neste caso, galinha de nome cientifico Gallus
gallus), ndo possuir grande numero de ligandos
(para a estrutura se manter inalterada) e pertencer
ao mesmo grupo espacial. Acrescente-se a esta lista
o facto de uma resolucdo alta facilitar o futuro
refinamento e interpretacdo da estrutura. Seguindo
todas as indicagfes referidas, concluiu-se que a

estrutura de lisozima com o cédigo 193L (Figura

4.7) seria a mais adequada para a Substituicdo

Molecular ©. Figura 4.7 — Estrutura da lisozima correspondente a entrada 193L
do PDB
A imagem foi gerada no programa Pymol. A coloracdo da imagem
acompanha a progressdo do N-terminal (azul) até ao C-terminal
(vermelho)

Apos a escolha da estrutura semelhante a estrutura em estudo e o namero de moléculas na
unidade assimétrica (Tabela 4.2), é possivel entdo utilizar o Phaser para a Substituicdo Molecular. Os
dados provenientes do Scala e da estrutura 193L permitem ao Phaser, através de mecanismos de
rotagdo e de translacdo, resolver as fases e, consequentemente, a estrutura. Durante a rotagao,
consegue-se encontrar a orientagdo da estrutura de interesse na unidade assimétrica enquanto que na
translagdo se assiste ao posicionamento da estrutura de interesse na unidade assimétrica.

De modo a avaliar os resultados gerados pelo Phaser, atentou-se nas estatisticas geradas na
rotagdo e na translagdo: Log Likelihood Gain (de sigla LLG) e Z-score.

Como o LLG quantifica 0 nimero de vezes que a solugdo encontrada é melhor que uma
solucdo aleatdria, quanto maior o valor de LLG, melhor ¢ a solugao; valores proximos de 100 para a
rotagdo e de 1000 para a translagdo indicam resultados positivos.

J& 0 Z-score funciona como o valor de desvio-padrdo da solucéo face a média. Valores de Z-
-score inferiores a 4 indicam a aleatoriedade da solucdo enquanto que valores superiores a 8
confirmam a resolugdo da estrutura devendo ser maiores na translagdo quando comparados com a

rotacéo.

62



InteraccOes de proteinas do plasma com potenciais farmacos: estudos 3D a nivel molecular

A andlise dos resultados, tanto da rotacdo (LLG de 88.86 e Z-score de 13.12) como da
translacdo (LLG de 760.79 e Z-score de 28.60), permite afirmar que se obteve uma boa solugdo. Deste
modo, todos os pressupostos da qualidade das fases calculadas se verificam no caso em estudo pelo
que se resolveu com sucesso a estrutura do complexo proteina-composto obtendo-se um ficheiro mtz
com os factores de estrutura e as fases (que permitem calcular mapas de densidade electrénica) e um
ficheiro PDB com as coordenadas atémicas do modelo.

Por outro lado, ao conseguir-se determinar correctamente as fases, é possivel melhora-las de
modo a obter igualmente um melhor modelo. O melhoramento das fases conseguiu-se gracas ao
recurso ao programa Density Modification (de sigla DM) do CCP4 capaz de, com as informacdes do
mtz proveniente do Phaser e da indicacdo da percentagem de solvente (Tabela 4.2), diminuir o ruido
associado as regides com solvente (mais desordenadas) e destacar as regides ocupadas pela proteina.
Como tal, gera-se um novo ficheiro mtz com as fases melhoradas que se revela extremamente Gtil nos
passos de refinamento posteriores.

Em concluséo, a utilizacdo dos programas Phaser e DM permitiu a determinacdo (e posterior
melhoramento) das fases pelo que se conseguiu resolver a estrutura do complexo de lisozima com

ALF 850 e obter as informac@es necessarias para o seu refinamento.

4.1.2.4 — Refinamento da estrutura — Lisozima + ALF 850

No seguimento da obtencdo da densidade electronica e do modelo, € necessario proceder ao
refinamento da estrutura, isto é, ir minimizando as diferencas entre os Factores de estrutura observados
(Fobs OU Fo) € 0s Factores de estrutura calculados (Fcqc 0u F¢) ou, noutras palavras, ajustar o modelo a
densidade electronica.

Numa primeira abordagem, o refinamento foi conseguido com o programa Refmac5 do CCP4.
Apos a introducdo do ficheiro mtz elaborado pelo DM e do ficheiro PDB do Phaser, o Refmacb
procedeu a 10 ciclos de refinamento originando dois novos ficheiros mtz e PDB e fornecendo
estatisticas sobre o refinamento (Tabela 4.3).

Conforme discutido posteriormente, os valores presentes na Tabela 4.3 indicam que o modelo
ainda ndo explica totalmente os dados experimentais. Assim sendo, 0 proximo passo consiste na
utilizacdo do programa grafico Coot (Crystallographic Object-Oriented Toolkit) que permite a
manipulacdo do modelo no sentido de se ajustar a densidade electronica (correspondentes,

respectivamente, aos ficheiros PDB e mtz provenientes do Refmac5).
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Tabela 4.3 — Estatisticas do refinamento inicial e final da estrutura de lisozima com o ALF 850

Parametro Refinamento inicial Refinamento final
Factor R 0.2192 0.1720
Riree 0.2747 0.2571
RMSD para o comprimento de ligagao 0.0308 A 0.0198 A
RMSD para o angulo de ligagéo 2.3122° 1.8244°

De notar ainda que o ficheiro mtz possibilita a visualizacdo de dois tipos de densidade
electrénica no Coot: 2F,-F. e Fo-F.. O primeiro atribui maior peso aos factores observados permitindo
obter o contorno a lo (sigma) da densidade electronica e que permite 0 ajuste do modelo aos dados
experimentais. O segundo elucida acerca dos erros do modelo: uma densidade positiva (F, maior que
F. e normalmente colorida a verde) indica que existem electrdes em falta no modelo face aos dados
experimentais (ou seja, € necessario introduzir 4tomos nessa zona) enquanto que uma densidade
negativa (F, menor que F. e normalmente colorida a vermelho) indica que o modelo possui &tomos
ndo explicados pelos dados experimentais (devendo ser retirados do modelo ou ajustando o factor de
ocupacao).

Por outro lado, um dos principais objectivos do refinamento consiste em verificar se o0 ALF
850 se ligou a lisozima e, s6 no caso desta ligacdo ocorrer, proceder a determinacdo da posicéo
correcta dos atomos envolvidos ha mesma. Como tal, decidiu-se comecar por procurar moléculas de
ALF 850 na estrutura.

A referida verificacdo foi facilitada pela criagdo de um mapa anémalo. O ALF 850 possui
ruténio na sua composi¢do que, sendo um metal de transicdo, consegue absorver os raios-X e difracta-
-los de forma diferente quando comparado com o hidrogénio, o oxigénio e o carbono auxiliando na
sua identificacdo. Para tal, recorreu-se novamente ao Scala (agora activando a op¢do de difraccao
andmala), ao programa CAD do CCP4 (que juntou os dados andmalos do Scala com os presentes no
mtz do Refmac5) e ao programa FFT do CCP4 (geragdo do mapa anomalo).

Apo6s a obtengdo de todos estes ficheiros, empregou-se o Coot para os visualizar — modelo,
densidade electronica (2F,-F; e F,-F;) e mapa andmalo — e proceder a localizacdo dos atomos de
ruténio do ALF 850. Tendo presente as informac@es atras discutidas, conclui-se que, com elevado grau
de probabilidade, os &tomos de ruténio possuem densidade 2F,-F., densidade F,-F. positiva e
densidade anémala. Quando estes requisitos se verificam, significa que existe algo a acrescentar no
modelo que ndo corresponde aos usuais atomos presentes nos aminoacidos (carbono, hidrogénio,
oxigénio e enxofre) o que, no caso em estudo, corresponde ao ruténio ja que nao existiam outros
compostos com &tomos pesados no meio de cristalizacdo aquando do soaking da lisozima com o ALF
850.
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Verificou-se a existéncia de quatro provaveis localizagdes para atomos de ruténio (discutidas
posteriormente no sub-capitulo da caracterizacdo da estrutura) pelo que se pode concluir que o soaking
resultou e o ALF 850 incorporou-se no cristal.

Sabendo-se que a estrutura inclui ruténio, continuou-se o refinamento procurando-se encaixar
os residuos da lisozima na densidade electronica, verificando-se as moléculas de agua e, por ultimo,
modelando os atomos de ruténio com a adicao de ligandos tendo em conta os factores de ocupacéo e
os factores de temperatura (a interpretacdo da modelacdo dos atomos de ruténio serd igualmente
retomada no proximo sub-capitulo). Apds cada conjunto de alteracGes efectuadas no Coot, recorreu-se
ao Refmac5 para refinar a estrutura e ser possivel avalia-las.

Efectuaram-se 24 ciclos de refinamento (alteragdes no Coot e utilizacdo do Refmac5) ao fim
dos quais se concluiu que o modelo construido explica satisfatoriamente os dados experimentais
através da verificagdo das estatisticas de refinamento finais indicadas na Tabela 4.3.

Analisando o factor R, é possivel observar a sua diminuicdo gradual ao longo do refinamento
passando do valor inicial de 0.2192 para o final de 0.1720 o que mostra a correcta construcdo do
modelo (factor R inferior a 0.20).

Ja em relacdo ao Ryee, Cujo célculo se efectuou recorrendo a 5% das reflexdes, passou-se de
um valor inicial de 0.2747 para um valor final de 0.2571 acompanhando a descida do factor R.
Embora se verifique que a diferenca entre os valores finais do factor R e do Ry (0.1715 e 0.2571,
respectivamente) seja um pouco superior a 0.05, a inspeccdo manual da estrutura e o recurso a outros
parametros de validacdo ndo indicam erros significativos no modelo sendo expectavel a sua correcta
construcao.

Por outro lado, a validacdo da estrutura € igualmente conseguida pela analise da
estereoquimica do modelo dada pelo RMSD (sigla para Raiz Quadrada da Variancia ou Desvio Padrao
do inglés Root Mean Square Deviation). Os valores de RMSD quantificam o desvio do modelo em
relacdo a valores tedricos estabelecidos destacando-se o comprimento de ligacdo e o angulo de
ligag&o: o primeiro deve ser aproximadamente 0.02 A enquanto que o segundo deve ser menor que 3°.
Comparando os valores de RMSD tedricos com os obtidos no refinamento, constata-se que os Gltimos
se enquadram no esperado: 0.0198 A para o comprimento de ligagio e 1.8244° para o angulo de
ligacdo. Acresce ainda o facto de terem diminuido ao longo do refinamento (valores iniciais de,
respectivamente, 0.0308 A e 2.3122°) o que indica fortemente que a geometria do modelo foi
progressivamente melhorando ao longo do refinamento.

Em conclusdo, avaliando as estatisticas resultantes do refinamento da estrutura de lisozima
com o ALF 850, pode-se afirmar que o modelo construido corresponde a realidade explicando os

dados experimentais e permitindo proceder & caracterizagdo da estrutura.
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4.1.2.5 — Caracterizacdo da estrutura — Lisozima + ALF 850

Comeca-se por esclarecer que as figuras apresentadas no presente sub-capitulo foram geradas
através da utilizagdo do programa de visualizagdo estrutural Pymol.

Assim, o uso do Pymol permitiu, numa primeira instancia, confirmar a estrutura secundaria da
lisozima descrita na literatura com a existéncia de sete hélices o ¢ de duas folhas f.

Por outro lado, conforme referido aquando do refinamento, seguindo os pressupostos
supracitados, foram encontrados quatro locais de ligagdo do ALF 850 a lisozima sendo possivel
identificar junto a que residuos da proteina se encontram (como ilustrado na Figura 4.8): Histidina 15,
Aspartato 18, Aspartato 101 e Aspartato 119. Por uma questdo logistica, os atomos de ruténio serdo
designados por Rul, Ru2, Ru3 e Ru4 de acordo com a ordem dos residuos aos quais se encontram

associados.

Aspartato 101

Aspartato 119

Figura 4.8 — Localizacdo dos atomos de ruténio do ALF 850 na estrutura da lisozima
Observa-se a existéncia de quatro atomos de ruténio na estrutura junto a Histidina 15 e a trés residuos de Aspartato
(18, 101 e 119)
A imagem foi preparada no programa Pymol. O mapa de densidade 2F,-F. (a azul) possui um contorno de 1o
enguanto que o mapa de densidade anémala (a amarelo) possui um contorno de 3c. Os &tomos de ruténio encontram-
-se coloridos a laranja

Deste modo, tendo-se determinado a presenca de ruténio, foi necessario modelar cada um dos
atomos tendo em atencao o factor de ocupacéo e o factor de temperatura (também designado por factor

B). Os resultados obtidos encontram-se sistematizados na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 — Factores de ocupagdo e factores B dos adtomos de ruténio do ALF 850 presentes na
estrutura da lisozima

. . o Factor B para a Factor B para a
Atomo de  Residuo da lisozima Factorde Factor B . . .
o ) B ) totalidade dos totalidade das aguas
ruténio associado ocupagdo  (emA? . ) )
aminoacidos (em A?) (em A%
Rul Histidinals 0.55 35.93
Ru2 Aspartato 18 0.35 33.41
16.78 22.64
Ru3 Aspartato 101 0.3 37.03
Ru4 Aspartato 119 0.3 29.54

Pela andlise dos dados da tabela anterior, verifica-se que nenhum dos atomos de ruténio
apresenta um factor de ocupacdo igual a 1, ou seja, 0s atomos ndo se encontram sempre na posicao
indicada pelo modelo em todas as moléculas do cristal.

O factor B traduz a vibracdo de dado atomo em relacdo a sua posicao possibilitando, por um
lado, a determinacdo da mobilidade relativa dos atomos do modelo e, por outro lado, a deteccdo de
erros no modelo; se dado 4&tomo possuir uma ocupacao incorrecta ou estiver numa posicdo indevida, o
seu factor de temperatura ira ser mais elevado que os dos atomos proximos. Consequentemente, de
modo a alcancar os factores B constantes da Tabela 4.4 (relativamente semelhantes aos verificados nos
atomos dos residuos de lisozima adjacentes), foi necessario recorrer a diminui¢do progressiva do
factor de ocupacdo até aos valores apresentados.

A baixa ocupacdo verificada no Ru2, no Ru3 e no Ru4 faz com que se torne complicado
explicar correctamente a densidade electrénica a volta destes &tomos ndo permitindo prosseguir a sua
modelagdo o que, possivelmente, pode contribuir para o valor relativamente elevado de R discutido
anteriormente.

Por seu turno, a ocupacdo do Rul (0.55) revela-se suficientemente satisfatoria para se
conseguir uma interpretacdo preliminar da densidade electrénica e continuar a modelacdo de modo a
identificar quais as moléculas que estabelecem interacgdes com o ruténio, nomeadamente o CO.

Na Figura 4.9, representa-se a modelacéo preliminar efectuada para o Rul podendo-se, numa
primeira analise, constatar que os &tomos inseridos se encaixam na densidade electronica observada.
Embora a densidade electrénica ndo permita ainda concluir acerca de todos os ligandos do Rul, é
visivel que este estabelece interaccbes com um dos atomos de azoto (Ne2) da cadeia lateral da
Histidina 15 e com uma molécula de CO. Adicionaram-se ainda trés moléculas de agua (H,O 143,
H,0 180 e H,0 198) e, de modo provisorio, seleccionou-se um dos atomos de azoto (Nn2) da cadeia
lateral da Arginina 14 como sexto ligando de modo a verificar-se uma geometria octaédrica
caracteristica do ruténio.

Foi ainda possivel determinar as distancias entre o 4tomo de ruténio e os varios ligandos

(Tabela 4.5) verificando-se que se encontram dentro dos valores expectaveis para a ocorréncia de
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ligacdo pesquisados na base de dados Cambridge Structural Database (de sigla CSD) e observados no
CORM-3 .

€N

N,

R

T
TN X

4

A D

Arginina 14 {

Figura 4.9 — Caracterizacédo estrutural preliminar do aducto estabelecido entre o Ruténio 1 do ALF 850 e a
lisozima

O ruténio apresenta uma geometria octaédrica possuindo 6 ligandos: um atomo de azoto da Histidina 15, um atomo de
azoto da Arginina 14, uma molécula de CO e trés moléculas de 4gua (H20 143, H20 180 e H20 198)

A imagem foi preparada no programa Pymol. O mapa de densidade 2F,-F. (a azul) possui um contorno de 16 enquanto
que 0 mapa de densidade anémala (a amarelo) possui um contorno de 3. O 4tomo de ruténio encontra-se colorido a
laranja e as moléculas de 4gua encontram-se coloridas a azul claro

Tabela 4.5 — Distancias inter-atdmicas entre o Ruténio 1 do ALF 850 e o0s respectivos ligandos

Ligando do atomo de ruténio 1 Distancia (em A)
Ne2 da Histidina 15 2.41
Nn2 da Arginina 14 2.68
Carbono do CO 2.08
H,0 143 2.34
H,0 180 2.71
H,O 198 2.08

68



InteraccOes de proteinas do plasma com potenciais farmacos: estudos 3D a nivel molecular

Embora ndo seja possivel divulgar a estrutura do ALF 850 por motivos de propriedade
intelectual, pode-se adiantar que o mesmo possui trés moléculas de CO das quais apenas uma se
manteve no aducto formado com a lisozima (os restantes ligandos originais presentes no ALF 850
foram também perdidos na reacgdo com a proteina).

De facto, a analise da densidade electronica revela unicamente a presenca de uma molécula de
CO o que pode ter duas explicagBes alternativas: ou a reaccdo entre a proteina e o ALF 850 tera levado
a libertacdo das restantes duas moléculas de CO pelo composto aquando do soaking (24 horas) ou,
encontrando-se no aducto, estdo de tal forma desordenadas (ocupacgéo muito baixa) que impossibilitam
a sua correcta visualizacao.

Do ponto de vista bioldgico, este facto parece significar a ocorréncia de perdas de CO ao
longo da corrente sanguinea o que comprova o efeito terapéutico deste composto.

Deste modo, a estrutura obtida permite verificar que o monoxido de carbono presente na
estrutura do ALF 850 se vai efectivamente libertando em resultado da interac¢do com a proteina
conforme o previsto. Contudo, estes mesmos dados estruturais mostram unicamente a ocorréncia da
libertacdo de CO ndo permitindo concluir acerca da respectiva velocidade (libertacdo rapida ou lenta).
Neste sentido, embora se tenha confirmado que o ALF 850 possui potencial farmacoldgico para ser
usado enquanto CORM, sdo necessarios estudos complementares para 0s comprovar e, ndo menos
importante, esclarecer possiveis efeitos tdxicos (optimizando as concentragdes de composto
administradas) que possibilitem a inclusdo do composto testes clinicos e, numa fase posterior, no
mercado farmacéutico.

Contudo, serd necessario continuar as investigacdes para se poder confirmar os resultados
estruturais supracitados. Se, por um lado, podem existir diferencas entre a reac¢do do composto com a
lisozima quando comparado com as proteinas plasmaticas, ndo é menos verdade que os dados
disponiveis permitiram caracterizar unicamente um dos quatros locais de ligacao do ruténio a lisozima.

Assim, deve-se repetir o soaking de cristais de lisozima com ALF 850 para conseguir
melhores dados estruturais que, juntamente com os dados da Espectroscopia de Infra-vermelhos,
permitam uma caracterizagdo mais exacta de todos os aductos lisozima-composto e, a partir das
conclusdes de tal caracterizagdo, prosseguir para o estudo das suas interacgdes com as proteinas do

sangue.
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4.2 — Estudos com Hemoglobina

A incluséo da hemoglobina nos estudos relacionados com os CORMSs prende-se com o facto
de conseguir associar-se a CO com 0 prejuizo no transporte de oxigénio ja abordado. Assim, por um
lado, o conhecimento de possiveis interaccdes entre o CORM e a hemoglobina pode ajudar na
caracterizacdo do perfil de seguranca do composto e, por outro lado, caso se confirme uma ligagdo do
composto a proteina, pode ajudar a perceber o seu transporte ao longo da corrente sanguinea.

O estudo das interacgdes estabelecidas entre a hemoglobina e diferentes CORMSs foi seguido
através de trés metodologias: Espectroscopia Ultra-violeta/Visivel, Espectroscopia de Infra-vermelhos
e Cristalografia de Raios-X.

4.2.1 — Espectroscopia Ultra-violeta/Visivel

A Espectroscopia Ultra-violeta/Visivel (UV/vis) constitui um importante instrumento no
estudo das reaccOes entre a hemoglobina e os CORMSs ao conseguir detectar a ligacdo do CO a
proteina e consequente formacdo de COHb pelo aparecimento de duas bandas caracteristicas
(sensivelmente a 540 e a 575 nm) no espectro .

Deste modo, prepararam-se duas solu¢des de hemoglobina comercial, tendo-se adicionado
ALF 186 a uma delas e deixado a incubar durante
aproximadamente duas horas, e tragaram-se 0S respectivos
espectros UV/vis. Aquando da preparacdo da amostra,
observou-se desde logo que a solugdo inicial de hemoglobina
passou de uma cor castanha para uma cor vermelha
imediatamente apds a adicdo do ALF 186 o que parece

indicar a ocorréncia de algum tipo de reaccdo resultante do

composto (Figura 4.10).

Figura 4.10 — Efeito da adi¢cdo do ALF 186 & hemoglobina

Antes da adicdo do ALF 186, a amostra de hemoglobina apresentava uma cor
castanha (& esquerda). Imediatamente ap6s a adi¢do do composto, a hemoglobina
adquiriu uma cor vermelha (a direita) sugerindo que o composto reage com a
proteina (neste caso, com a libertagdo do CO e posterior ligacdo a hemoglobina)

De facto, os espectros UV/vis obtidos para a hemoglobina nativa e para a hemoglobina com o
ALF 186 ndo sdo semelhantes o que confirma a suspeita anterior (Figura 4.11). Analisando os
espectros da Figura 4.11, assiste-se a um pequeno desvio da banda de Soret entre as duas amostras
(absorvancia maxima a 405 nm na hemoglobina nativa face a 417 nm na hemoglobina com o ALF
186), mas é possivel constatar que a principal diferenca nos espectros se situa, aproximadamente, entre
0s 500 e os 600 nm.
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Figura 4.11 — Espectro UV/vis da hemoglobina nativa e da hemoglobina com o ALF 186

A — A sobreposi¢do dos dois espectros torna possivel verificar que a adi¢do de ALF 186 & hemoglobina leva a um
ligeiro desvio da banda de Soret (aproximadamente a 400 nm). De igual modo, parece que entre 0s 500 e 0s 600 nm
surgem duas bandas somente no espectro da hemoglobina com ALF 186

B — Restringindo os comprimentos de onda entre 450 e 650 nm, torna-se claro que a adi¢do do ALF 186 levou a
formacéo das duas bandas anteriormente notadas (a 540 e a 575 nm) que correspondem ao espectro da COHb

Neste intervalo de comprimento de onda, aparecem duas bandas (a 540 nm e a 575 nm)
unicamente no espectro da amostra de hemoglobina com o ALF 186 correspondendo tipicamente ao
espectro da carboxihemoglobina pelo que se comprovou a formacédo de COHb devido & presenga do
ALF 186 o que, por sua vez, comprova a capacidade de libertacdo de CO por parte do composto.
Adicionalmente, a mudanca instantdnea da cor da solugdo de hemoglobina aquando da adicdo do

composto, parece indiciar que esta libertagdo ocorre de forma répida.
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Assim, pode-se concluir que o ALF 186 consegue interagir com a hemoglobina e libertar
monoxido de carbono de modo a actuar sobre as situagdes clinicas previamente abordadas. Trata-se,
pois, de um resultado encorajador para a continuacdo dos estudos com o composto de modo a
determinar a origem do CO libertado — estabelecendo um perfil de seguranga do composto — e 0
mecanismo de transporte do ALF 186 na corrente sanguinea — eventuais interaccdes com proteinas
plasmaticas e com a propria hemoglobina — nomeadamente com o recurso a Cristalografia de Raios-X.

De modo semelhante, tracou-se o espectro UV/vis da hemoglobina com o ALF 850, mas ndo
se observou a libertacdo de CO e a formacdo de carboxihemoglobina visto o espectro ndo revelar as
bandas caracteristicas. Assim, deve-se repetir o procedimento de modo a obter resultados que
corroborem aqueles obtidos por Espectroscopia de Infra-vermelhos.

4.2.2 — Espectroscopia de Infra-vermelhos

No sentido de se identificar possiveis interac¢des entre a hemoglobina e o ALF 850 por
Espectroscopia de Infra-vermelhos, seguiram-se duas metodologias distintas.
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Figura 4.12 — Espectro de infra-vermelhos da amostra de cristais de hemoglobina com ALF 850

N&o se observam bandas entre 2060 e 1950 cm™ o que indica que ndo houve a formacéo de aductos entre a
proteina e 0 composto
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Por um lado, e seguindo o procedimento descrito para a lisozima, utilizaram-se parte dos
cristais de hemoglobina (cerca de 20 cristais) destinados aos estudos por Cristalografia de Raios-X
para realizar soaking com o composto durante 24 horas (as condi¢fes de obtencdo dos cristais estdo
descritas no sub-capitulo 4.2.3.1) e tracar o respectivo espectro de infra-vermelhos.

Por outro lado, recorreu-se a incubagdo de hemoglobina comercial (5 mg) com ALF 850
seguida de dialise e de liofilizacdo para se seguir a ligacdo do composto a proteina em solugdo. A
realizacdo de dialise permite a retirada do excesso do ALF 850 presente em solucdo (que ndo reagiu
com a proteina) enquanto que a liofilizagdo possibilita o retorno da amostra ao estado sélido para
tracar o espectro de infra-vermelhos.

A andlise dos espectros de infra-vermelhos dos cristais (Figura 4.12) e da hemoglobina em
solucdo (Figura 4.13) com o ALF 850 revelam resultados contraditérios ja que o primeiro ndo exibe
bandas na zona esperada (entre 2060 e 1950 cm™) enquanto o segundo apresenta um par de bandas na
referida zona (a, aproximadamente, 2035 cm™ e 1957 cm™); assim, o espectro dos cristais indica a
auséncia de aductos proteina-composto e o espectro da hemoglobina em solucdo aponta para a

existéncia desses mesmos aductos.
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Figura 4.13 — Espectro de infra-vermelhos da amostra de hemoglobina com ALF 850 em solucéo
Observam-se bandas entre 2060 e 1950 cm™ (a, sensivelmente, 2035 cm™ e 1957 cm™) o que indica a formagéo de
aductos entre a proteina e 0 composto
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E, pois, & semelhanca do sucedido com a lisozima, plausivel avancar com o facto do soaking
nao ter resultado ou dos cristais usados ndo serem em numero suficiente para se conseguir detectar o
aducto como hipéteses para a auséncia de bandas no espectro de infra-vermelhos dos cristais de
hemoglobina. Neste sentido, deve-se repetir o soaking com o ALF 850 aumentando o nimero de
cristais de hemoglobina empregues na elaboracdo do espectro de infra-vermelhos.

Ainda assim, os dados recolhidos com a hemoglobina em solugdo, juntamente com as
observagBes das pesquisas ja realizadas, abrem boas perspectivas para a capacidade de ligacdo do
composto a hemoglobina. Se o desenrolar dos estudos confirmar esta ligagdo e permitir a sua
caracterizacdo, ir-se-4 aumentar 0s conhecimentos sobre a accdo e transporte do ALF 850 e,

consequentemente, aferir acerca das hip6teses de passagem a farmaco.

4.2.3 — Cristalografia de Raios-X

Tal como com a lisozima, os diferentes passos necessarios no estudo por Cristalografia de
Raios-X levam a que seja mais perceptivel apresentar os Resultados e respectiva Discussao em quatro
seccdes distintas. Salienta-se o facto dos passos de resolu¢do da estrutura da hemoglobina serem
similares aos seguidos com a lisozima pelo que a sua interpretacdo se encontra descrita com maior

grau de detalhe no sub-capitulo 4.1.2

4.2.3.1 — Ensaios de cristalizacéo

Tendo-se efectuado os varios ensaios de cristalizacdo indicados na seccdo de Material e
Métodos, na Tabela 4.6 encontram-se as condi¢cBes nas quais se obtiveram melhores cristais que

partilham a concentracdo de proteina (60 mg/ml) e a temperatura de cristalizacao (20 °C).

Tabela 4.6 — Condigdes, tipo de gota e temperatura de cristalizagcdo empregues na obtengéo de cristais
de hemoglobina

Concentracéo e

tampao da Condicdes de cristaliza¢éo Tipo de gota Tem_perlgturg de
Hemoglobina cristalizacdo
20% PEG 4K/ 0.2 M NH.CI Gota suspensa
(poco e gota) 2+2
60 mg/ml 10% PEG 4K/ 0.2 M NH,CI Gota suspensa
Tamp3o Tris-HCI (pogo e gota) 2+2 20 °C

Adicéo de 4 pl de
proteina ao pogo (700 pl)
Adicédo de 3,4,5 ou 6 pl de
proteina ao poco (500 pl)

20 mM (pH=8.2) 20% PEG 4K/ 0.2 M NH,l

20% PEG 4K/ 0.2 M NH,CI
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Salienta-se o facto de tanto o cloreto de aménio (NH,CI) como o iodeto de amonio (NH,l)
originarem cristais de hemoglobina. Todavia, é preferivel evitar o uso de NHyl j& que exibe um sinal
andémalo que, aquando do tratamento dos dados, se pode confundir com o sinal anémalo gerado pelos
metais de transi¢do dos ALFs.

Por outro lado, paralelamente aos ensaios de gota suspensa (hanging drop) com 2 ul de
proteina ¢ 2 pul de solucdo precipitante (Figura 4.14), efectuaram-se de igual modo ensaios em que,
substituindo as gotas, se adicionou directamente a hemoglobina (3,4,5 ou 6 ul) no pogo com a solug¢do
precipitante (500 ou 700 pl). O recurso a esta metodologia deveu-se ao facto de muitos dos cristais
obtidos por gota suspensa apresentarem grandes dimensfes obrigando a que sejam partidos o que,
embora torne possivel a prossecucdo dos estudos, pode ter reflexos na qualidade da sua difraccdo: a
adicdo da proteina ao poco permitiu a obtencdo de cristais Unicos e de tamanho adequado as
experiéncias de difracgdo (Figura 4.15). Independentemente da técnica de obtencdo, os cristais
(facilmente reconheciveis pela coloracdo vermelha) cresceram até valores compreendidos entre 0.05 e
0.2 mm num espaco temporal de 48 horas ap6s o qual se procedeu ao soaking com varios compostos
de modo a conseguir-se a sua incorporacao nos cristais de hemoglobina (com uma concentragéo de

cerca de 20 mM) conforme indicado na Tabela 4.7.

=

Figura 4.14 — Cristais de hemoglobina obtidos nos  Figura 4.15 — Cristais de hemoglobina obtidos pela
ensaios de gota suspensa adicdo de 5 pl de proteina no pogo com 700 pl de
Cristais obtidos com 20% PEG 4K/ 0.2 M NH,CI solucéo precipitante
Cristais obtidos com 20% PEG 4K/ 0.2 M NH,CI e com
um tamanho de, aproximadamente, 0.1 mm

Prolongou-se o soaking durante 24 horas ao fim das quais se observaram as gotas verificando-
-se a sobrevivéncia dos cristais e a dissolucdo dos varios compostos (adicionados aos pogos) o0 que
parece apontar para o sucesso do soaking.

Assim, foi possivel passar a recolha e congelamento em azoto liquido dos melhores cristais
com os diferentes compostos para posterior analise por radiacdo de Sincrotrdo no ESRF e no Soleil

usando paratona como solucéo crio-protectora.
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Tabela 4.7 — Resumo das condicdes e resultados de difrac¢do dos cristais de hemoglobina analisados
por radiagédo de Sincrotrdo (ESRF e Soleil)
Em todas as condicles, a concentracdo de hemoglobina é igual a 60 mg/ml (em tampédo Tris-HCI 20 mM,
pH=8.2) e 0s compostos possuem uma concentracdo de 20 mM

Condicoes de

Informacdes sobre o Tipo de gota Linha de Resultado de
soaking cristalizacéo Sincrotréo difraccéo
20% PEG 4K Gota suspensa ID 23-1 Resolucéo de
ALF 186 0.2 M NH4CI 2+2 ESRF 2.4 A
Adicéo de 0.5 pl a gota 20% PEG 4K Gota suspensa ID 23-1 Resolucéo de
0.2 M NH,CI 2+2 ESRF 19A
ALE 475 20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resolucéo de
Adicio de 2.8 mg no 0.2 M NH,l 700 pl no pogo ESRF 6 A
' 20% PEG 4K 4 ul proteina no ID 14-1 Resolucéo de
pogo com 700 ul 0.2 M NH,| poco ESRF 3.4 A
20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resolugéo de 3
ALE 486 0.2 M NH,l 700 pl no pogo ESRF A )
Adicio de 2.7 mg no 20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resolucéo de
p— 0.2 M NH,l 700 pl no pogo ESRF 3A
20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resolucéo de
0.2 M NH,l 700 pl no pogo ESRF 3A
20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 MA difraccio
ALE 487 0.2 M NH,l 700 ul no pogo ESRF )
Adicéo de 2.6 mg no 20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resolucéo de
pogd 0.2 M NH,l 700 pl no pogo ESRF 3A
20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resoluc¢éo de
0.2 M NH,l 700 pl no pogo ESRF 3.1A
20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resolucéo de
ALF 554 0.2 M NH,l 700 pl no pogo ESRF 2 '8:
Adicéio de 1.9 mg no 20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resoluc¢éo de
pogé 0.2 M NH,l 700 pl no pogo ESRF 2A
20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resolucéo de
0.2 MNH.CI 700 pl no pogo ESRF 1.9A
ALE 794 20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 NZo difractou
Adicao de 2.2 mg no 0.2 M NH,l 700 wl no pogo ESRF
00CO 20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Niio difractou
0.2 M NH,l 700 pl no pogo ESRF
20% PEG 4K Gota suspensa ID 14-1 Resolucéo de
~ ALF 794 0.2 MNH,CI 2+2 ESRF 2 A
Adicaode 0.5 pla gota 209 PEG 4K Gota suspensa ID 14-1 Resolucéo de
0.2 M NH4CI 242 ESRF 1.8 A
20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resolucéo de
0.2 M NH,l 700 pl no pogo ESRF 2A
ALE 850 20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resolucéo de
Adicao de 1.8 mg no 0.2 M NH,CI 700 pl no pogo ESRF 3.1A
pO(;6 20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resolucéo de
0.2 M NH,CI 700 pl no pogo ESRF 32A
20% PEG 4K 4 ul proteina em ID 14-1 Resolucéo de
0.2 M NH,CI 700 pl no pogo ESRF 24 A
20% PEG 4K Gota suspensa ID 14-1 Resolucéo de
- ALF 830 0.2 M NH,CI 2+2 ESRF 2A
Adicdo de 0.5 pl a gota 20% PEG 4K Gota suspensa Proxima | Resolugéo de
0.2 M NH.CI 242 Soleil 1.8 A
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Na Tabela 4.7, encontram-se resumidas as condi¢cdes observadas para os cristais analisados
podendo-se verificar que os resultados de difraccdo variam desde a sua inexisténcia até a difraccéo a
altas resolucdes.

Conseguiram-se obter resultados interessantes com o ALF 554 que, no entanto, tal como com
a lisozima, ndo podem ser divulgados por questdes de propriedade intelectual. Assim sendo, optou-se
por processar os dados relativos ao cristal de hemoglobina com o ALF 850 (Soleil) apresentando-se
nos sub-capitulos seguintes 0s passos necessarios para a resolucdo da estrutura tridimensional do

complexo.

4.2.3.2 — Experiéncia de difrac¢do — Hemoglobina + ALF 850

Conforme mencionado, o cristal de hemoglobina com o ALF 850 difractou até 1.79 A (recolha
de dados a um comprimento de onda de 0.99 A) pretendendo-se determinar os indices de Miller (hkl)
com as respectivas intensidades (l«) € o erro associado (ong) No padrdo de difraccdo (Figura 4.16).

Para tal, recorreu-se ao programa Mosflm que, apds indexar as 100 imagens recolhidas do
cristal no Sincrotrdo, obteve os parametros caracteristicos da célula unitaria (constantes a, b, ¢ e
angulos o, B, y). Assim, os dados obtidos
permitem verificar que o cristal em estudo possui
0S seguintes parametros: a= 63.41, b=77.14,
c=109.14 A e a=90°, f=90°, y=90".

Atendendo a que a#b#c e que
a=p=y=90°, constata-se que o cristal pertence ao
sistema cristalino ortorrémbico sendo que o grupo
espacial foi determinado pela ferramenta

Pointless do CCP4: com uma probabilidade de

93.4%, o cristal de hemoglobina com o composto

ALF 850 pertence ao grupo espacial P2,2,2;.

Figura 4.16 — Padrdo de difraccdo do cristal de
hemoglobina com o ALF 850

Seguiu-se 0 recurso ao programa Scala do CCP4 para escalar os dados e obter-se as

estatisticas para a avaliacdo da sua qualidade (Tabela 4.8).

77



InteraccOes de proteinas do plasma com potenciais farmacos: estudos 3D a nivel molecular

Tabela 4.8 — Estatisticas de qualidade dos dados de difraccdo e coeficiente de Matthews do cristal de
hemoglobina com o ALF 850

Multiplicidade = Total de reflexfes medidas / Total de reflexdes Unicas

Contetido em solvente = 1 — (1.23/Vy)

_ 2k - =1= .. Volume da célula unitiria
Tmerge = Tk " T Massa da célula unitaria
Parametro Resultados globais Camada externa de resolucéo
Resolug&o 48.98 -1.79 A 1.89-1.79 A
<I/eI> 10.4 1.7
Multiplicidade 3.8 3.7
Numero de Reflexdes totais 171797 27017
Numero de Reflexdes Unicas 44910 7242
Rimerge 7.10% 81.90%
Mosaicidade 0.6
Completeness 87.70% 98.20%
Numero de moléculas por 1
unidade assimétrica
Coeficiente de Matthews (V) 2.06 A/Dalton
Conteudo em solvente 40.42%

A avaliacdo dos dados constantes da Tabela 4.8 revela bons indicadores para a continuacdo da
resolucdo da estrutura (de acordo com o discutido previamente para a lisozima), abordada no préximo
sub-capitulo.

4.2.3.3 — Resolugédo da estrutura — Hemoglobina + ALF 850

Tal como com a lisozima, visto a estrutura da hemoglobina estar igualmente bem
caracterizada, a determinacéo das fases (imprescindivel na resolucdo da estrutura da hemoglobina com
0 ALF 850) foi conseguida através do Método de Substituicdo Molecular (Molecular Replacement)
recorrendo ao programa Phaser do CCP4.

Comecou-se por identificar, na base de dados PDB, uma estrutura j& determinada de
hemoglobina tendo-se verificado que a estrutura com o codigo 2QSS relne as condicGes ideais para
ser usada na Substituicdo Molecular: provém de gado bovino (nome cientifico Bos taurus), partilha o
grupo espacial com a estrutura em estudo, foi resolvida a uma alta resolucéo e néo possui ligandos .

Apos a escolha da estrutura semelhante a estrutura em estudo e o nimero de moléculas na
unidade assimétrica (Tabela 4.8), é possivel entdo utilizar o Phaser para a Substituicdo Molecular. Os
dados provenientes do Scala e da estrutura 2QSS permitem ao Phaser, através de mecanismos de

rotacdo e de translacgdo, resolver as fases e, consequentemente, a estrutura.
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A andlise dos resultados, tanto da rotagdo (LLG de 573.56 e Z-score de 30.17) como da
translacdo (LLG de 2248.44 e Z-score de 47.3), permite afirmar que se obteve uma boa solucéo.

Por outro lado, apds a correcta resolucdo da estrutura, procurou-se melhorar as fases
recorrendo ao programa DM do CCP4.

4.2.3.4 — Refinamento da estrutura — Hemoglobina + ALF 850

Depois de se conseguir determinar a densidade electronica e o modelo, passou-se para 0
refinamento da estrutura através do programa Refmac5 do CCP4 que, executando 10 ciclos de
refinamento, devolveu dois novos ficheiros mtz e PDB com, respectivamente, a densidade electrénica

e 0 modelo refinados bem como as estatisticas sobre o refinamento (Tabela 4.9).

Tabela 4.9 — Estatisticas do refinamento inicial da estrutura de hemoglobina com o ALF 850

Parametro Refinamento inicial
Factor R 0.2527
Réree 0.3007
RMSD para o comprimento de ligacéo 0.0267 A
RMSD para o angulo de ligacao 2.1056°

Tal como descrito para o caso da lisozima, comegou-se por verificar se, na presente estrutura,
ocorreu alguma ligacdo do ALF 850 a hemoglobina. Para tal, procedeu-se a criacdo de um mapa
andmalo (recorrendo aos programas Scala, CAD e FFT do CCP4) para auxiliar na deteccdo dos
atomos de ruténio do ALF 850 no Coot. Procurou-se densidade correspondente aos a&tomos de ruténio
(com densidade 2F,-F., densidade F,-F. positiva e densidade andémala), mas ndo se encontrou
nenhuma localizagdo possivel para os mesmos. Deste modo, o ALF 850 nédo se incorporou no cristal
de hemoglobina pelo que ndo se pode retirar conclusdes com estes dados e deixa de fazer sentido
prosseguir o refinamento da estrutura. Ainda assim, torna-se importante avancar com razfes
explicativas da auséncia de interacgdes entre a hemoglobina e o ALF 850.

Uma possivel causa reside no facto do ALF 850 ndo ter a capacidade de se ligar a
hemoglobina. Contudo, esta hip6tese parece, desde logo, estar desfasada da realidade ja que os estudos
realizados até agora apontam para o estabelecimento de ligagOes entre proteinas (entre as quais a
hemoglobina) e metais de transi¢do (como o ruténio) nomeadamente o recurso a técnica de ICP (sigla
para Induction Coupled Plasma) **. De modo idéntico, os resultados dos estudos com a hemoglobina
previamente descritos no sub-capitulo anterior evidenciam uma interac¢do entre a proteina e o

composto — a espectroscopia de infra-vermelhos indicia a formagdo de aductos proteina-composto em
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solugcdo — pelo que parece seguro considerar que a ligacdo entre a hemoglobina e o ALF 850 se
verifica efectivamente.

Deste modo, parece mais provavel que a inexisténcia de ligacoes entre a hemoglobina e o ALF
850 no presente caso de estudo se deva a ineficacia do soaking realizado que impediu a incorporagao
do composto no cristal de hemoglobina. Em alternativa, é ainda possivel que o soaking tenha
resultado, mas que as moléculas de ALF 850 presentes na estrutura estejam de tal forma desordenadas
que se torne impossivel visualiza-las na densidade electrénica.

Assim, deve-se repetir o soaking dos cristais de hemoglobina com ALF 850 de forma a
conseguir-se avaliar as interaccdes proteina-composto; o insucesso do soaking realizado neste estudo
levanta a hipdtese da concentracdo do composto ter sido insuficiente para a ligagdo com a
hemoglobina pelo que se deve proceder ao aumento da concentracdo do ALF 850 nas experiéncias
posteriores. Por outro lado, em alternativa ao soaking, pode-se ainda incubar a hemoglobina com o
ALF 850 e tentar a co-cristalizacdo de modo a maximizar as hip6teses da formacdo de cristais

proteina-composto e possibilitar a posterior analise e determinacado da estrutura tridimensional.

4.3 — Estudos com Albumina

A determinacdo das interaccBes estabelecidas entre a albumina e os CORMSs torna-se
importante ja que a albumina é a proteina plasmatica mais abundante reconhecendo-se-lhe uma
elevada capacidade de transportar diversos produtos naturais ou farmacéuticos.

Assim, é previsivel que 0s CORMs se liguem a albumina de modo a circularem na corrente
sanguinea até as zonas afectadas sendo que a caracterizacdo de tal ligacdo pode ajudar a esclarecer
eficazmente como se processa o transporte dos CORMs e, em simultaneo, elucidar sobre a libertacdo
do CO do composto para exercer os efeitos terapéuticos.

O estudo das interacgdes entre a albumina e os CORMs foi, nesta fase, seguido somente por

Cristalografia de Raios-X.

4.3.1 — Ensaios de cristalizacao

Nos ensaios anteriormente realizados, a albumina nunca originou cristais adequados para o
uso em Cristalografia de Raios-X. Como tal, resolveu-se iniciar o presente estudo por reproduzir as
condigdes de cristalizacdo descritas na literatura: screen de 22 a 30% PEG 4K e 50 mM de tampéo
fosfato de potéssio, usando albumina comercial com uma concentragdo de 100 mg/ml e empregando o
método de difusdo de vapor: gota assente (sitting drop) de 2 ul de proteina e 2 pl de solucdo
precipitante. Salienta-se ainda o facto de se ter repetido as condi¢des anteriores a 4 °C e a 20 °C de

modo a aumentar as hipéteses de cristalizagao.
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Contudo, ndo se observou a formacdo de cristais em nenhuma das condi¢cbes usadas
independentemente da temperatura. Assim, sabendo-se que a cristalizacdo é um processo complexo em
que a minima alteracdo das condi¢Bes pode fazer a diferenca entre conseguir ou ndo obter cristais,
optou-se por efectuar ensaios de sreening na tentativa de se conseguir determinar novas condi¢Ges de
cristalizacdo reprodutiveis ao longo do trabalho.

Para tal, usaram-se os screens de cristalizagdo JBS1,2,3,4 e JCSG+ da Jena BioScience. Tendo
em conta que se pretende uma primeira aproximacao as condicGes de cristalizacdo, o ideal passa por
experimentar 0 maximo de condi¢gdes com o menor consumo possivel de proteina pelo que se usou 0
robd de cristalizacdo na preparagdo das placas. Neste sentido, repetiram-se desde logo o0s screens
referidos com a albumina a 100 mg/ml e a 150 mg/ml para albergar um maior nimero de condigdes (a
uma temperatura de 4 °C).

Na Tabela 4.10, sintetizam-se as condigfes em que se verificaram os melhores resultados que
incluem microcristais muito pequenos (com didmetro inferior a 0.05 mm) bem como algumas formas
irregulares salientando-se o facto da albumina a 150 mg/ml aparentar melhores resultados. Repetiram-
-se as condigdes da Tabela 4.10 na tentativa de obter cristais satisfatérios, mas esta abordagem néo foi

bem sucedida e ndo se conseguiram cristais de qualidade com as condicdes seleccionadas.

Tabela 4.10 — Condigbes e temperatura de cristalizacdo empregues na obtencdo de cristais de
albumina (100 e 150 mg/ml)

HEPES — (4- (2-hidroxietil) - 4cido 1-piperazinoetanosulfénico); MES — Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico;
Tris — Tris(hidroximetil)aminometano; PolyvpK15 — Polivinilpirrolidona K15

Screen de

T Condicéao de cristalizacao Concentra}gao Temperatura
cristalizacao de albumina
JBS1 (7 0 . —7E-
(7 28% PEG 400; 0.1 M HEPES pH=7.5;0.2 M 100 mg/ml
Cloreto de célcio
JBS1 (14 0 . —RE-
(14) 25% PEG 550; 0.1 M MES pH=6.5; 0.01M 150 mg/m
Sulfato de zinco
JBS4 (91 0 : .
(91) 10% PEG 8K; 0.1 M HEPES pH=7.5; 0.2 M 100 mg/m
Acetato de sddio
JCSG+ (27) _ .
20% PEG 4K; 0.2 M Nitrato de aménio 150 mg/ml
4°C
JCSG+ (38) 30% PEG 400; 0.1 M HEPES pH=7.5; 0.2 M
- 150 mg/ml
Cloreto de magnésio
14% lIsopropanol; 0.07 M Tampao Acetato de
JCSG+ (47
(47) sadio pH=4.5; 30% Glicerol; 0.14 M Cloreto de 100 & 150
o mg/ml
calcio
JCSG+ (75 9 0 i =8.5:
(75) 20% PolyvpK15; 0.1 M Tris pH=8.5; 0.1 M 100 mg/m
Cloreto de cobalto
JCSG+ (88 9 : is-Tri =55
(88)  45% MPD; 0.1 M Bis-Tris pH=5.5; 0.2 M Cloreto 100 mg/ml

de calcio

81



InteraccOes de proteinas do plasma com potenciais farmacos: estudos 3D a nivel molecular

Optou-se entdo por aproveitar alguns dos cristais da ultima repeticdo para se realizar seeding
nos ensaios seguintes. Nesta técnica, empregam-se cristais imperfeitos ou demasiados pequenos
previamente obtidos para melhorar a qualidade dos cristais ao adicionar pequenos nlcleos ja formados
a gota de cristalizacdo de modo a favorecer a nucleagdo e consequente cristalizacdo. Assim, usaram-se
o0s screens de cristalizacdo PEG/lon 4K, PEG/lon 8K e JBS3 nos ensaios de seeding (reproduzindo-se
as condigOes usadas anteriormente).

Na Tabela 4.11, encontram-se as condi¢des mais promissoras em que foi possivel observar a
existéncia de cristais aparentemente regulares, mas sempre de pequenas dimensdes (aproximadamente
0.05 mm).

Tabela 4.11 — Condicdes de cristalizacdo empregues na obtencdo de cristais de albumina (150 mg/ml)
apos seeding

Screen de Concentracéo de

Condicéo de cristalizagdo Temperatura

cristalizacdo albumina

PEG(/Zlg)n S 20% PEG 4K; 0.2 M Acetato de potassio

PEG(/:;;); 4K 20% PEG 4K; 0.2 M Tartarato de amoénio

PEG/lon 4K 20% PEG 4K; 0.2 M Fosfato di-hidrogénio
(39) de s6dio

PEG/lon 4K 20% PEG 4K; 0.2 M Fosfato di-hidrogénio

PEG(/%% AK de potassio 150 mg/ml 4°C
(43) 20% PEG 4K; 0.2 M Fosfato de aménio

PEG(/3Ig)n 8K 20% PEG 8K; 0.2 M Sulfato de sédio

PEG/lon 4K 20% PEG 8K; 0.2 M Fosfato di-hidrogénio

(39) de sédio

PEG(/L:g)n 8K 20% PEG 4K; 0.2 M Fosfato de aménio

Ainda assim, resolveu-se usar as condigdes presentes na Tabela 4.11 na proxima etapa do
trabalho experimental que passa pela obtengdo de cristais de albumina com moléculas de diferentes
compostos (ALF 190, ALF 475 e ALF 486) incorporados. Contrariamente ao descrito para a lisozima
e para a hemoglobina, ndo se tentou o0 soaking de cristais ja formados visto que, devido a natureza
fragil dos cristais de albumina, ir-se-ia correr o risco de se partirem e, consequentemente, de 0s
inutilizar ®; em alternativa, incubou-se a albumina com o composto de interesse e s6 depois se
realizaram os ensaios de cristalizagdo (co-cristalizagdo) nas condi¢Ges descritas.

Com a excepgdo de um cristal com o ALF 475, todos os microcristais que surgiram nas 48
horas seguintes a realizacdo das placas possuiam um tamanho t&o reduzido que inviabilizava a sua
utilizacdo nos passos posteriores. Assim, procedeu-se a recolha e ao congelamento em azoto liquido do

cristal com ALF 475 (Figura 4.17) com cerca de 0.1 mm (o crio-protector empregue consistiu numa
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solucdo de igual composicdo a condigdo de cristalizacdo com a adicdo de 25% de glicerol) para
posterior andlise por radiacdo de Sincrotrdo no ESRF (Tabela 4.12).

Tabela 4.12 — Resumo das condigdes e resultados de difraccdo do cristal de albumina analisado por
radiacdo de Sincrotrdo (ESRF)

. Co-cristalizacéo CondicGes de . Linha de Resultado
Proteina com cristalizacéo Crio-protector Sincrotrdo  de difraccéo
25% glicerol;
. 20% PEG 4K; !
Albumina ' 20% PEG 4K; ID 14-4
150 mg/ml S ETE 02M Taftaraiode oM Tataratode  ESRF Sal
amonio

Figura 4.17 — Cristal de albumina com ALF Figura 4.18 — Padrdo de difraccdo do cristal de

475 obtido nos ensaios de co-cristalizagio albumina com o ALF 475 o
Cristais obtidos com 20% PEG 4K; 0.2 M Tartarato A comparagdo com os padrdes de difraccao da lisozima e
de aménio e com um tamanho de, aproximadamente, da hemoglobina permite verificar que se trata de um
0.1 mm cristal de sal

Os resultados de difraccdo (Figura 4.18) revelam que o cristal analisado era sal e ndo de
natureza proteica (o padrdo de difracgdo obtido é diferente dos conseguidos para a lisozima e para a
hemoglobina) o que significa que ndo se conseguiu a cristalizagdo da albumina. Olhando para as
condigdes de cristalizagdo (Tabela 4.12), constata-se que se encontra presente tartarato de amonio
conhecido, tal como a generalidade dos sais de amonio, por cristalizar com facilidade neste tipo de
experiéncias e se confundir com cristais de proteinas quando estes sdo incolores (como é o caso da
albumina).

Por outro lado, atentando nas condi¢fes em que se conseguiram os melhores cristais (Tabela
4.11), além de sais de amonio, verifica-se uma predominancia de fosfatos e sulfatos igualmente
capazes de cristalizarem e passarem por cristais proteicos. Assim, parece provavel a totalidade (ou

pelo menos, a esmagadora maioria) dos cristais obtidos serem, na realidade, sal; corroborando esta
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suspeita, salienta-se o facto dos cristais serem muito semelhantes em todas as condigdes e ainda terem
surgido num periodo de tempo muito curto contrariamente ao indicado na literatura.

Deste modo, é necessario prosseguir com os ensaios de cristalizacdo de modo a conseguir-se
determinar as melhores condi¢cGes de obtencdo de cristais de albumina (para depois ser possivel
realizar estudos de co-cristalizacdo e caracterizar as interacgfes estabelecidas entre a albumina e
diferentes ALFs) através do uso de novos testes de screening (empregando diferentes screens de
cristalizacdo) e da alteracdo da concentragdo da proteina (a albumina apresenta uma grande
solubilidade pelo que a sua cristalizacdo pode requerer uma concentragdo mais elevada do que aquela
usada). Adicionalmente, pode-se ainda tentar ensaios a 20 °C de forma a verificar a influéncia da
temperatura na cristalizacdo e, caso se consigam cristais imperfeitos, aproveita-los para realizar
seeding em novos testes.

Em paralelo, além do tradicional melhoramento das condicGes de cristalizacdo, deve-se de
igual forma verificar o estado da albumina ja que a presenca de dimeros (resultantes do
estabelecimento de ligagdes dissulfureto entre diferentes moléculas) diminui as hipdteses de se
conseguirem bons cristais. Assim, caso se confirme a presenca dos dimeros (por exemplo, realizando
uma electroforese em condicdes nativas ou recorrendo a analise por espectrometria de massa) €
conveniente remové-los através de uma cromatografia de filtracdo em gel (proporcionando uma
separacao com base no peso molecular) e repetir os ensaios de cristalizagdo de maneira a verificar se a
qualidade dos cristais efectivamente melhorou.

Em conclusdo, ndo se conseguiram encontrar as condi¢es de cristalizacdo da albumina pelo
que ndo foi possivel seguir as interacces entre a proteina e os varios ALFs e caracterizar a eventual
formacdo de aductos proteina-composto. E, pois, imprescindivel investir na obtencdo de cristais de
qualidade para se conseguir descrever com maior precisdo 0s mecanismos de accdo dos compostos
candidatos a CORMs.

4.4 — Estudos com Transferrina

Tal como com a albumina, a caracterizacdo pormenorizada das interac¢fes entre a transferrina
do soro humano e os CORMs revela-se importante para a compreensao alargada do funcionamento e
do transporte dos mesmaos.

A transferrina possui a capacidade de estabelecer ligagdes, ndo s6 com o ferro férrico (Fe**),
mas também com outros compostos presentes na estrutura dos CORMSs pelo que se podera assistir a
formagdo de aductos proteina-composto responsaveis pela sua estabilidade e mobilidade na corrente
sanguinea *.

Apb6s a sobre-expressdo e a purificacdo da proteina, o estudo das interaccbes entre a

transferrina e os CORMs foi seguido por Cristalografia de Raios-X.
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4.4.1 — Sobre-expressdo em Pichia pastoris e purificacao

No presente estudo, tem-se como objectivo obter cristais de transferrina na presenca dos
ALFs. Contudo, verifica-se que a ligacdo de pequenas moléculas a proteina é responsavel pelo assumir
de uma conformacdo fechada por parte da transferrina que, até a data, nunca foi cristalizada. De modo
a ultrapassar esta limitacdo, recorreu-se a sobre-expressao do I6bulo N-terminal da transferrina do soro
humano (de sigla N-TSH) e ndo da proteina com os dois I6bulos.

Foi entdo necessario escolher um sistema de expressdo tendo a escolha recaido sobre a
levedura metilotréfica Pichia pastoris ja que, ao contrario dos sistemas de expressdo procariontes
(nomeadamente E. coli), consegue efectuar as modificacdes pos-traducionais necessarias para a
obtencdo da proteina numa forma funcional (designadamente o estabelecimento de pontes dissulfureto
e a glicosilacdo da Serina 32) ®*™.

As metodologias de Biologia Molecular necessarias a obtencdo dos clones de Pichia pastoris
com o gene do N-TSH foram realizadas anteriormente pela Doutora Teresa Santos-Silva (Requimte,
Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa)
pelo que foi possivel passar directamente para o passo de sobre-expressdo da proteina de acordo com o
protocolo descrito ®.

Neste sistema, a inducdo da expressdo da proteina de interesse € conseguida pela adicdo de
metanol sendo que a mesma € expressa para 0 meio de cultura. Assim, os dois passos de inducdo com
metanol foram seguidos através de electroforese em condi¢cdes desnaturantes SDS-PAGE (Figuras
4.19 e 4.20) sendo possivel observar que, ao longo dos cinco dias de inducéo, a quantidade de N-TSH
existente no meio de cultura aumenta conforme mostra a nitidez crescente das respectivas bandas nos
géis (situadas, aproximadamente, a 37 kDa que corresponde ao peso molecular do N-TSH). Esta
observacdo atesta 0 sucesso da sobre-expressdo da proteina podendo-se concluir que a adicdo de
metanol é eficaz na inducdo das células e que a producdo do N-TSH em Pichia pastoris é,
efectivamente, um excelente método para a obtengdo da proteina de interesse.

Assim, tendo-se estabelecido os principios da sobre-expressdo, torna-se necessario proceder a
purificagdo da proteina para poder usa-la nos ensaios de cristalizagdo. O N-TSH é libertado para o
meio de cultura (cerca de 1 litro) pelo que, o primeiro passo de purificacdo, passa por filtra-lo de modo
a descartar as células existentes. De seguida, pretende-se recuperar a proteina num volume muito
menor (aproximadamente 25 ml) seguindo-se, para tal, dois métodos distintos — filtragdo com o
aparelho experimental Vivacell 250 e precipitagdo com sulfato de aménio — para determinar qual o

mais adequado ao presente caso de estudo.
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Figura 4.19 — Gel de electroforese SDS-PAGE 10% Figura 4.20 — Gel de electroforese SDS-PAGE 10%

com os resultados da primeira inducdo do N-TSH com os resultados da segunda inducéo do N-TSH
1 — Marcador de pesos moleculares (de cima para baixo): 1 — Marcador de pesos moleculares (de cima para baixo):
245, 180, 135, 100, 75, 63, 48, 35, 25, 20 e 17 kDa; 2 - 245, 180, 135, 100, 75, 63, 48, 35, 25, 20 e 17 kDa; 2 -

Amostra do primeiro dia de inducdo; 3 — Amostra do Amostra do primeiro dia de indugdo; 3 — Amostra do
segundo dia de inducdo; 4 — Amostra do terceiro dia de segundo dia de inducdo; 4 — Amostra do terceiro dia de
inducdo; 5 — Amostra do quarto dia de inducdo; 6 — indugdo; 5 — Amostra do quarto dia de inducdo; 6 —
Amostra do quinto dia de inducéo Amostra do quinto dia de induco

No primeiro, existe uma membrana vertical com poros de 10 kDa pela qual se faz passar o
meio de cultura através do uso de pressdo (realce-se ainda o facto de se colocar a amostra em agitacao
orbital para prevenir a precipitacdo da proteina na membrana). Como o N-TSH tem um peso molecular
de cerca de 37 kDa, a proteina fica retida na membrana enquanto o meio de cultura é progressivamente
eluido e, deste modo, é possivel recupera-la no volume pretendido ao mesmo tempo que se procede a
mudanga de tampdo (para 10 mM de tampé&o Tris-HCI, pH=8.0).

J& no segundo, a adicdo de sulfato de amonio potencia a precipitagdo das proteinas presentes
no meio de cultura sendo necessario determinar qual a percentagem de sulfato de aménio adequada
para a recuperacdo do N-TSH; é posteriormente possivel dissolver o precipitado no volume de tampé&o
pretendido e, consequentemente, obter um menor volume final.

Os resultados dos dois métodos de purificagdo foram seguidos através de electroforese em
condigdes desnaturantes SDS-PAGE (Figuras 4.21 e 4.22). A andlise da Figura 4.21 revela uma banda
forte a 37 kDa para a amostra de N-TSH sujeita a filtracdo no Vivacell 250 e a auséncia de bandas nos
respectivos eluidos comprovando a correcta recuperacdo da proteina. Por outro lado, a Figura 4.22
mostra que todas as concentragOes de sulfato de amdnio testadas (20, 40, 60 e 80%) exibem uma
banda a 37 kDa (embora seja mais pronunciada nas duas Gltimas) o que indica que a recuperagéo da

proteina ndo foi totalmente eficaz.
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Figura 4.21 — Gel de electroforese SDS-PAGE 10%
com os resultados da purificagdo do N-TSH por
filtragdo com o Vivacell 250

1 — Eluido do Vivacell 250; 2 — Marcador de pesos
moleculares (de cima para baixo): 245, 180, 135, 100, 75,
63, 48, 35, 25 e 20 kDa; 3 — Amostra de N-TSH
purificada

Figura 4.22 — Gel de electroforese SDS-PAGE 10%
com os resultados da purificacdo do N-TSH por
precipitacdo com sulfato de aménio

1 — Marcador de pesos moleculares (de cima para baixo):
188, 123, 78, 54, 41, 27 e 19 kDa; 2 — 20% de sulfato de
amonio; 3 — 40% de sulfato de amonio; 4 — 60% de
sulfato de amonio; 5 — 80% de sulfato de aménio

Deste modo, a comparacdo dos resultados anteriores permite concluir que a filtracdo no
Vivacell 250 é mais eficaz na recuperacdo do N-TSH quando comparada com a precipitacdo com
sulfato de amonio. De facto, ao ndo se conseguir determinar uma concentracdo Optima de sulfato de
amonio para o isolamento da proteina, assistem-se a perdas significativas de transferrina ao longo do
processo ao contrario do que se verifica na filtracdo (ndo se detectou a presenca de proteina nos
eluidos).

Adicionalmente, a amostra de transferrina resultante da precipitagdo necessita ainda de ser
sujeita a passos adicionais de purificacdo no sentido da total remocdo do sulfato de amonio
remanescente (por exemplo, recorrendo a uma coluna de dessalinizagdo) enquanto o ideal consiste no
menor nimero de passos de purificacdo possivel. Deve-se ainda acrescentar que a membrana vertical
do Vivacell 250 constitui uma vantagem adicional quando comparado com outros mecanismos de
purificagdo semelhantes (como o Diaflow) ao permitir uma maior area de contacto tornando a filtracdo
mais rapida e contribuindo para a conservacao da proteina (ao fim de muito tempo a 4 °C, o N-TSH
exibe sinais de degradagao).

Assim, prosseguiram-se os estudos apenas com o N-TSH purificado através da filtracdo no
Vivacell 250, sendo necessario determinar qual o préximo passo de purificagdo capaz de eliminar as
impurezas ainda presentes. Com o recurso a ferramenta bio-informéatica ProtParam do portal EXPASYy,
foi possivel verificar que o ponto isoeléctrico (de sigla pl) tedrico do l6bulo N-terminal da transferrina
é igual a 6.74; como a proteina se encontra no tampédo de 10 mM Tris-HCI a um pH de 8.0 (ou seja, 0
pH é maior que o pl), significa que se encontra desprotonada apresentando uma carga negativa.
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Consequentemente, torna-se possivel recorrer a cromatografia de troca iénica na purificacdo
da transferrina; neste caso de troca anidnica, ao fazer passar a amostra proteica numa coluna carregada
positivamente (coluna Mono Q), espera-se que o N-TSH (carregado negativamente) fique retido na
coluna sendo recuperada pelo aumento da forca i6nica do tampao de elui¢do (gradiente do tampéo 0.4
M Tris-HCI, pH=8.0) tal como referido na literatura ®.

Contrariamente ao esperado, 0 cromatograma obtido revela que o N-TSH foi eluido no inicio
da corrida (logo ao primeiro minuto) e ndo durante o gradiente (Figura 4.23) o que se confirmou com a
realizacdo de um gel SDS-PAGE. Este comportamento indica que o N-TSH néo se ligou a coluna
sugerindo que esta se encontra saturada; procedeu-se entdo a lavagem da coluna com uma solucdo de

cloreto de sddio 1 M assistindo-se a remocao de varios contaminantes e efectuou-se uma nova corrida.
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Figura 4.23 — Purificacdo do N-TSH por cromatografia de troca idnica antes da limpeza da coluna Mono Q
O cromatograma exibe um Unico pico (assinalado com uma seta preta, aproximadamente a 1 ml) correspondente a
proteina (a azul) antes do inicio do gradiente (tampéo 0.4 M Tris-HCI, pH=8.0) assinalado a verde claro

O novo cromatograma corresponde ja ao esperado ao exibir dois picos caracteristicos no
gradiente tendo-se confirmado, com a realizacdo de um gel SDS-PAGE (Figura 4.24), que 0s picos
correspondem efectivamente a proteina ao exibirem uma banda a, aproximadamente, 37 kDa. A
analise do gel permite ainda verificar que se conseguiu obter uma amostra com um elevado nivel de
pureza (de modo a poder comparar, aplicou-se no gel uma amostra da proteina proveniente do Vivacell

250) pelo que ndo sao necessarios novos passos de purificagéo.
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Figura 4.24 — Purificacdo do N-TSH por cromatografia de troca idnica ap6s a limpeza da coluna Mono Q
A — Cromatograma do N-TSH obtido ap6s a limpeza da coluna Mono Q. Observam-se dois picos caracteristicos
(assinalados com uma seta preta, aproximadamente a 21ml) correspondentes a proteina (a azul) antes do inicio do
gradiente (tamp&o 0.4 M Tris-HCI, pH=8.0) assinalado a verde claro
B - Gel de electroforese SDS-PAGE 10% com a confirmacdo da purificacdo do N-TSH apos a limpeza da coluna
Mono Q. O pocgo 1 corresponde ao marcador de pesos moleculares (de cima para baixo: 188, 123, 78, 54, 41, 27 ¢ 19
kDa) enquanto o pogo 2 corresponde aos picos (21 ml) do cromatograma

Seguindo os dados da literatura °, o N-TSH deve encontrar-se a 80 mg/ml para os ensaios de
cristalizacdo pelo que se procedeu a sua concentracdo em centricons com uma membrana de 10 kDa
que, de modo semelhante ao mencionado para o Vivacell 250, permite obter o volume no qual se
verifica a concentracdo pretendida.

A determinacdo da concentracdo foi conseguida através da leitura da absorvancia do N-TSH a
280 nm e aplicacdo da lei de Lambert-Beer sendo que o valor do coeficiente de extingdo molar (36870

M™ cm™) foi obtido através da ferramenta ProtParam:
Abs =¢.l.C

Em que Abs corresponde a absorvancia, € ao coeficiente de extingdo molar, | & largura da

célula de leitura (1 cm) e C a concentracdo da proteina.

Sabendo o peso molecular da proteina (de acordo com a ferramenta ProtParam, 36947 Da),
multiplicando-o pelo valor da concentragdo molar (mol/dm®), foi possivel determinar a respectiva
concentragdo massica (mg/ml) tendo-se conseguido concentrar o N-TSH até aos valores pretendidos.

De modo a comprovar a influéncia do grau de pureza da proteina nos ensaios de cristalizagao,
procedeu-se a concentracdo de duas amostras distintas: antes e depois da purificacdo por troca ionica.
Realizaram-se duas electroforeses SDS-PAGE para confirmar os resultados da concentracao.

Usaram-se as condigdes de cristalizacdo descritas na Tabela 4.13 para testar as duas amostras
de N-TSH. Verificou-se que somente a amostra ndo sujeita a troca ionica (apenas purificada no
Vivacell 250) originou resultados (gotas de cristalizacdo com possiveis cristais e precipitado) j& que a
totalidade das gotas de cristalizacdo da amostra purificada por troca i6nica permaneceram totalmente

limpidas.

89



InteraccOes de proteinas do plasma com potenciais farmacos: estudos 3D a nivel molecular

Aanélise do gel SDS-PAGE correspondente & amostra de N-TSH antes da 1
cromatografia de troca idnica (Figura 4.25) revela que as impurezas sdo pouco
significativas quando comparadas com o N-TSH parecendo pouco provavel que
os resultados de cristalizacdo obtidos se devam unicamente as mesmas. E, pois,

possivel que as impurezas presentes na amostra ndo sujeita a troca idnica

Lo

contribuam para a cristalizagdo da proteina (por exemplo, podem servir como

pontos de nucleagdo) pelo que se optou por, nos ensaios de cristalizagao
subsequentes, eliminar a cromatografia de troca iénica e concentrar as amostras
de proteina provenientes da filtracdo no Vivacell 250. -

Em conclusdo, os métodos empregues na sobre-expressao e na

P e

purificacdo do N-TSH foram eficazes na obtencdo da proteina pelo que se pode

passar a proxima etapa do trabalho experimental e proceder aos ensaios de —

cristalizacao. Figura 4.25 — Gel de electroforese SDS-PAGE 10% com 05
resultados do N-TSH nao sujeito a troca idnica
1 — Amostra de N-TSH; 2 — Marcador de pesos moleculares (de cima
para baixo): 245, 180, 135, 100, 75, 63, 48, 35, 25, 20 e 17 kDa;

4.4.2 — Ensaios de cristalizacao

Ensaios prévios com as solugdes 80! (condi¢bes adaptadas do método de Jancarik & Kim de
1991) mostraram a capacidade de cristalizagdo por parte do N-TSH nas condic@es indicadas na Tabela
4.13 pelo que se procedeu a sua reproducdo: temperatura de 20 °C, proteina a 80 mg/ml e método de
difusdo de vapor — gota suspensa (hanging drop) — usando 2 pl de proteina e 2 pl de solucdo

precipitante.

Tabela 4.13 — Condicdes, tipo de gota e temperatura de cristalizacdo do screen 80! onde se observou a
formagdo de cristais de transferrina

MES — Acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico; HEPES — (4- (2-hidroxietil) - acido 1-piperazinoetanosulfonico):;
MPD — 2-metil-2,4-pentadiol;

Concentracéo e
tampao da Condicdes de cristalizagéo Tipo de gota
Transferrina

Temperatura de
cristalizacéo

14!
0.2 M Cloreto de magnésio; 0.1 M MES
pH=6.5; 30% PEG 8K

33!
~ 80 mg/ml 0.2 M Cloreto de magnésio; 0.1 M HEPES Gota suspensa
Tampdo Tris-HCI pH=7.5; 30% Etanol ) 1+§ . 20 °C
10 mM pH=8.0 59! R ou

0.2 M Acetato de magnésio; 0.1 M
Cacodilato pH=6.5; 30% MPD
73!

0.2 M Formato de magnésio
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Conseguiram-se obter cristais unicamente para a condi¢cdo 33! localizados em zonas de
precipitado. Trata-se de cristais incolores e que, embora de pequenas dimensfes (cerca de 0.05 mm),
parecem ser Unicos e potencialmente Uteis para as experiéncias de difrac¢do pelo que seria vantajoso
conseguir cristais de maiores dimensdes.

Consequentemente, procedeu-se a optimizacdo da condicdo através da manipulacdo de varios
parametros: variacdo da proporcdo da gota (2 ul de proteina e 3 ul de solugdo precipitante e 2 pl de
proteina e 4 pl de solugdo precipitante), variacdo da concentragdo do agente precipitante (no caso, de
22% a 32% de etanol), variagdo de temperatura (4 °C e 20 °C) e variacao do agente precipitante (etanol
substituido por isopropanol e por butanol).

Apenas se conseguiu uma ligeira melhoria nas gotas 2 ul
+ 4 ul (mantendo a condigdo de 0.2 M de cloreto de magnésio, 0.1
M de HEPES pH=7.5 e 30% de etanol) embora o tamanho dos
cristais continue a ser inferior a 0.1 mm (Figura 4.26). Ainda
assim, resolveu-se utilizar estes cristais numa experiéncia de
soaking com o ALF 190 durante 24 horas ao fim das quais se
recolheram e congelaram em azoto liquido os melhores cristais
para posterior andlise por radiacdo de Sincrotrdo no ESRF

(usando-se paratona como solugdo crio-protectora).

Figura 4.26 — Cristais de transferrina obtidos
Nnos ensaios de gota suspensa

Cristais obtidos com 0.2 M de cloreto de magnésio,
0.1 M de HEPES pH=7.5 e 30% de etanol e com um
tamanho de, aproximadamente, 0.07 mm

Contudo, a presenca de etanol dificulta o soaking e a manipulacdo dos cristais levando a sua
degradagdo. Como tal, foi necessario encontrar novas condicOes de cristalizacdo através de ensaios de
sreening. Escolheram-se os screens de cristalizagdo PEG/lon 4K, PEG/lon 8K e JBS3 para a
realizacdo de ensaios: utilizagdo do rob6 de cristalizagdo (conseguindo testar um grande nimero de
condigdes com um pequeno gasto de proteina), concentragdo da proteina a aproximadamente 80
mg/ml e temperatura de 20 °C.

Na Tabela 4.14, indicam-se as condi¢fes em que se verificou a formacéo de cristais: incolores,
de arestas bem definidas e com um tamanho consideravel (cerca de 0.1 mm) adequado a sua

manipulacéo nos passos posteriores (Figura 4.27).
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Tabela 4.14 — Condigfes, tipo de gota e temperatura de cristalizacdo dos screens PEG/lon 4K,
PEG/lon 8K e JBS3 onde se observou a formacéo de cristais de transferrina

Screen de Concentragéo e
T Condicéo de cristalizacéo tampdo da Temperatura
cristalizagdo Transferrina
PEG(/llg' S 20% PEG 4K; 0.2 M Tiocianato de potassio
PEG(/ZIS; 4K 20% PEG 4K; 0.2 M Formato de magnésio
PEG(/?!S;‘ 4K 20% PEG 4K; 0.2 M Acetato de amdnio
PEG/lon 4K 0 . -
(38) 20% PEG 4K; 0.2 M Tartarato de amonio 83 mg/ml
PEG/lon 8K (9) 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de aménio Tampao Tris-HCI 20°C
PEG(/?E;' 8K 20% PEG 8K; 0.2 M Sulfato de aménio AVl Pl
PEG/lon 8K 20% PEG 8K; 0.2 M Fosfato hidrogénio di-
(40) -sodio
PEG/lon 8K 20% PEG 8K; 0.2 M Fosfato hidrogénio di-
(42) -potassio
JBS3 22% PEG 4K; 0.2 M Sulfato de aménio; 0.1
(63) M Acetato de sodio

Deste modo, realizaram-se novos ensaios com as condi¢es presentes na Tabela 4.14 para
tentar a co-cristalizacdo do N-TSH com diferentes compostos (ALF 190, ALF 475 e ALF 486).

Realce-se que se optou pela co-cristalizacdo (incubacdo do N-TSH com o composto antes da

realizacdo das placas) em detrimento do soaking devido ao reduzido volume da gota de rob6 (0.5 pl).

Verificaram-se as placas ao fim de 72 horas, )

observando-se a formag&o de alguns cristais de qualidade
(Gnicos e com tamanho aproximado de 0.1 mm)
principalmente no caso do ALF 475. Procedeu-se

posteriormente a recolha e ao congelamento em azoto

liguido dos melhores cristais (usando paratona como |

solucdo de crio-proteccdo) para posterior analise por
radiacdo de Sincrotrdo no ESRF (Grenoble, Franga). Na
Tabela 4.15,

observadas para os cristais analisados (tanto os cristais

encontram-se resumidas as condigdes

nos quais se realizou soaking como os obtidos por co-

-cristalizagdo).

Figura 4.27 — Cristais de transferrina obtidos

nos ensaios de screening
Cristais obtidos com 20% PEG 8K e 0.2 M Fosfato
hidrogénio di-potdssio e com um tamanho de,
aproximadamente, 0.1 mm
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Tabela 4.15 — Resumo das condicGes e resultados de difrac¢do dos cristais de transferrina analisados
por radiagéo de Sincrotrdo (ESRF)

Co- N
iotgiﬁgggagzo Soaking  _cristalizagao Co-ndlg-oes ~de Linhade  Resultado de
Transferrina com com cristalizagéo Sincrotréo difraccéo
ALF 190 - 33!
80 mg/~m| 0.2 M Cloreto de ID 14-1 . i
Tampéo magnésio; 0.1 M Naéo difractou
Tris-HCI 10  ALF 190 — HEPES pH=7.5; 30% ESRF
ALF 190 —
PEG/lon 4K (20)
20% PEG 4K; 0.2 M 1D 144
_ ALF 475 0 ; 0.
Formato de magnésio ESRF Sal
PEG/Ion 4K (38)
20% PEG 4K; 0.2 M D144
_ ALF 475 g » Y
Tartarato de aménio ESRF Sal
PEG/Ion 8K (40)
20% PEG 8K; 0.2 M ID 14-4
- ALF 475 Fosfato hidrogénio di- ESRE  Nio difractou
-sédio
83 mg/m| PEG/Ion 8K (42) D 14-1
Tampdo - ALF 475 ESRF Sal
Tris-HCI 10
mM pH=8.0
20% PEG8K; 02M ./
ALE 475 Fosfato hidrogénio di-
- -potéassio ESRF Sal
JBS3 (63)
22% PEG 4K; 0.2 M ID 14-4
- ALF 475 Sulfato de aménio; 0.1 ESRE  Nio difractou
M Acetato de sddio
PEG/lon 8K (40)
20% PEG 8K; 0.2 M ID 14-4
- ALF 486 Fosfato hidrogénio di- ESRE  Nio difractou

-sodio

A analise dos resultados apresentados na Tabela 4.15 revela que ndo se conseguiu obter dados
de difrac¢cdo de nenhum dos cristais testados: ou ndo difractaram de todo ou eram sal (tal como no
caso da albumina, o facto dos cristais de transferrina serem incolores torna mais dificil a sua distingdo
de cristais de sal).
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Observa-se igualmente que as condi¢Oes responsaveis pelo surgimento de cristais de sal
pertencem aos screens PEG/lon 4K e PEG/lon 8K usados na determinagdo de novas condigfes de
cristalizacdo. Para tentar concluir acerca da origem de cristais ndo proteicos, repetiram-se 0s ensaios
com as mesmas condigdes, mas usando agua em substituicdo da proteina. Passadas 24 horas,
observaram-se cristais nas gotas preparadas confirmando-se a tendéncia dos fosfatos e dos sais amoénio
cristalizarem com frequéncia. E, pois, possivel constatar que os screens PEG/lon (4K e 8K) parecem
nao ser adequados para a cristalizagdo da transferrina ja que as condicGes, aparentemente utilizaveis na
obtencdo de cristais de proteina, sdo, na realidade, propicias a formacao de cristais de sal.

Por outro lado, com as restantes condi¢cbes analisadas, obtiveram-se cristais que néo
difractaram pelo que é necessario prosseguir com os ensaios de cristalizagdo de modo a conseguir-se
encontrar condi¢bes de obtencdo de cristais de transferrina. Para tal, deve-se comecar por realizar
novamente testes de screening com diferentes screens de cristalizacdo de modo a contemplar novas
condicdes de cristalizagdo podendo-se, desde logo, experimentar a 4 °C e a 20 °C de modo a avaliar o
efeito da temperatura.

Conforme mencionado anteriormente, mesmo sem recorrer a cromatografia de troca iénica, a
analise dos géis SDS-PAGE indica que se consegue obter transferrina pura o suficiente para os ensaios
de cristalizacdo pelo que os métodos de expressdo e purificagdo devem ser mantidos. Pode-se, todavia,
tentar variar a concentracdo de transferrina jA que nos ensaios de cristalizagdo efectuados se
verificaram gotas limpidas e gotas com grandes quantidades de precipitado o que pode indicar,
respectivamente, a deficiéncia ou o excesso de proteina que ndo permite atingir a zona metaestavel e
conseguir a sua cristalizacao.

E ainda possivel que o tamp&o no qual se mantém a transferrina (tamp&o Tris-HCI, pH=8.0)
ndo ajude a estabilizar a proteina e, deste modo, dificulte a cristalizacdo pelo que se pode recorrer a
mudanca de tampao antes dos ensaios de cristalizacéo e verificar se os resultados obtidos melhoram.

Espera-se que, seguindo os passos anteriores, se consigam condi¢des favoraveis a formacéo de
cristais que, mesmo nao sendo ainda utilizaveis, possam ser alvo de optimizagcdo. Simultaneamente,
estes cristais podem ainda ser aproveitados para futuros ensaios de seeding.

Em conclusdo, ndo foi possivel determinar condi¢fes de cristalizagcdo para a transferrina
inviabilizando o estudo das interacgdes entre a proteina e varios ALFs e a caracterizagdo de possiveis
aductos proteina-composto. Deste modo, é ainda necessario estabelecer condi¢Ges que permitam a
obtencdo de cristais satisfatorios para o desenrolar das pesquisas relacionadas com os ALFs e que

contribuam para uma melhor compreensdo dos mesmos.
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5. — Conclusao e perspectivas futuras
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Nas Ultimas décadas, assistiu-se a um extraordinario desenvolvimento dos conhecimentos
relativos ao monodxido de carbono que permitiu passar de uma visdo redutora do CO como uma
simples substancia tdxica para uma perspectiva mais realista e que contempla possiveis efeitos
benéficos desta molécula gasosa.

De facto, a descoberta da producdo endégena do CO pela oxigenase do hemo permitiu
ultrapassar o tradicional conceito da toxicidade do CO sendo que o desenrolar dos varios estudos sobre
a presente tematica conseguiu ainda comprovar a existéncia de efeitos bioldgicos por parte desta
pequena molécula. Como seria de esperar, a descoberta destes efeitos levantou a hipétese da existéncia
de efeitos terapéuticos conseguindo-se resultados prometedores quanto ao uso do CO no combate a
determinadas patologias.

E neste contexto que os CORMs, ou seja, compostos capazes de libertar moléculas de CO,
emergem como uma possivel solucdo para a aplicacdo do mondxido de carbono in vivo. Todavia, e
apesar de muito se ter ja desvendado, muito mais se encontra ainda por esclarecer; varios CORMs tém
vindo a ser desenvolvidos, mas a maioria ndo retine as condi¢Ges necessarias para avancar até a etapa
dos testes clinicos.

Porventura o factor decisivo no uso dos CORMs como farmacos prende-se com a respectiva
farmacocinética in vivo largamente determinada pelas interaccdes estabelecidas com diversas proteinas
sanguineas como a hemoglobina, a albumina e a transferrina.

Assim, o trabalho desenvolvido no ambito da presente Dissertacdo procurou essencialmente
caracterizar tais interac¢des de modo a revelar os mecanismos de libertagdo do CO e de transporte dos
CORMs ao longo da corrente sanguinea através de técnicas de Espectroscopia e, principalmente, por
Cristalografia de Raios-X (técnica importante na determinacdo da estrutura tridimensional de
proteinas).

Por um lado, com a lisozima (incluida nos estudos pela facilidade de cristalizacdo) e com a
hemoglobina, conhecendo-se ja condi¢bes de cristalizacdo, procurou-se fundamentalmente o soaking
com varios compostos da empresa Alfama de modo a estudar as possiveis interac¢des. Por outro lado,
com a albumina e com a transferrina, teve-se como objectivo primordial o estabelecimento de
condigdes de cristalizacdo que permitirdo, posteriormente, proceder a realizacdo dos ensaios de
interacgdo entre 0S compostos e as proteinas.

Os estudos realizados com a lisozima permitiram a obtencéo de cristais de qualidade usados na
interacgdo com diferentes compostos através da técnica de soaking. Por Cristalografia de Raios-X,
conseguiu-se resolver e refinar com sucesso a estrutura tridimensional da lisozima com o ALF 850
tendo-se verificado a existéncia de quatro locais diferentes para a ligacdo do ruténio do ALF 850 a
proteina: Histidina 15, Aspartato 18, Aspartato 101 e Aspartato 119. Contudo, os dados obtidos apenas
permitiram caracterizar de modo preliminar o aducto formado com a Histidina 15 sendo visivel a

presenca de apenas uma molécula de CO face as trés moléculas existentes inicialmente no composto.
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A estrutura obtida permite comprovar a existéncia de perdas de CO (duas moléculas) por parte do
composto o que, por sua vez, comprova o seu potencial farmacolégico.

Deste modo, pretende-se futuramente finalizar o estudo sistematico das interac¢bes do ALF
850 pela caracterizacdo dos restantes trés locais de ligacdo do ruténio e, paralelamente, pela obtencédo
de dados indicativos da formagdo de aductos por Espectroscopia de Infra-vermelhos. Apds se
conseguir elucidar, por completo, os aductos formados entre 0 ALF 850 e a lisozima, pretende-se
efectuar estudos semelhantes envolvendo novos compostos; sendo o modelo por exceléncia nos
estudos por Cristalografia, espera-se que a determinagdo das interac¢fes dos compostos com a
lisozima esteja na base da compreensdo do seu funcionamento e que permita a passagem para oS
estudos com as proteinas plasmaticas.

Nos estudos realizados com a hemoglobina, além das técnicas ja citadas, empregou-se ainda a
Espectroscopia Ultra-violeta/Visivel capaz de detectar a ligacdo do CO a proteina. Testaram-se varios
compostos sendo que, por Espectroscopia de Infra-vermelhos, o ALF 850 mostrou a capacidade de
formacdo de aductos com a hemoglobina. De igual forma, obtiveram-se cristais de hemoglobina
usados no soaking com o mesmo composto, mas, por Cristalografia de Raios-X, foi possivel concluir
que o ALF 850 ndo se incorporou com sucesso no cristal e, consequentemente, tornou-se impossivel
proceder a caracterizagdo estrutural dos aductos.

Atendendo aos resultados promissores obtidos com o ALF 850, o principal objectivo no futuro
passa por conseguir analisar estruturalmente os eventuais aductos formados com a hemoglobina que,
como verificado com a lisozima, mostrem o potencial terapéutico do composto. Em simultaneo, de
modo a conseguir-se 0 maximo de informacao, pretende-se repetir os estudos por Espectroscopia para
confirmar os resultados estruturais.

Ja no caso da albumina, apesar das varias condi¢des de cristalizacao testadas, ndo se conseguiu
obter cristais de proteina pelo que ndo foi possivel prosseguir com os estudos envolvendo os
compostos. Neste sentido, ter-se-& que, através dos métodos discutidos previamente, tentar obter
cristais de qualidade ja que, atendendo ao importante papel da albumina no transporte de moléculas ao
longo da corrente sanguinea, a compreensdo das interac¢fes entre 0s compostos e a proteina se torna
fulcral para a sua utilizacdo como farmacos.

Por ultimo, com a transferrina, conseguiu-se optimizar o processo de sobre-expressdo do
I6bulo N-terminal em Pichia pastoris e a respectiva purificacdo para os ensaios de cristalizacao.
Contudo, tal como com a albumina, ndo se obtiveram cristais de proteina sendo necessario prosseguir
os estudos para encontrar condi¢des de cristalizacdo de acordo com o descrito anteriormente e, deste
modo, analisar o comportamento dos compostos com a proteina.

Assim, embora ndo se tenham alcancado todos os objectivos propostos inicialmente, o
trabalho desenvolvido permitiu a obtencdo de novos dados sobre as interac¢Oes estabelecidas entre o
ALF 850 e as proteinas de interesse constituindo um importante ponto de partida para a completa

caracterizacdo do composto; numa outra perspectiva, espera-se ainda que estes mesmos dados ajudem
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na futura interpretagcdo de novos resultados obtidos para diferentes compostos. Este facto ganha maior
importancia se se pensar que, apesar de todas as pesquisas envolvendo os CORMSs, a caracterizacao
estrutural dos aductos entre tais compostos e as proteinas sanguineas se encontra ainda nas suas etapas
iniciais.

Em conclusdo, além de ser um exemplo da estreita colaboracdo que pode existir entre a
investigacdo fundamental e a industria, 0 presente projecto conseguiu contribuir para o avancar dos
conhecimentos disponiveis sobre esta vasta area de investigacdo e, deste modo, ajudar a promover a
futura utilizacdo deste tipo de compostos na elaboracdo de farmacos vidveis e seguros empregues no

combate a diversas doencas que ainda hoje afectam largos milhdes de pessoas em todo o planeta.
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7.1 — Screen de cristalizacdo JBS1

JBS1 (1) — 15% PEG 400; 100 mM Acetato de sédio pH=4.5; 100 mM Cloreto de calcio
JBS1 (2) — 15% PEG 400; 100 mM MES pH=6.5

JBS1 (3) — 15% PEG 400; 100 mM HEPES pH=7.5; 200 mM Cloreto de magnésio
JBS1 (4) — 15% PEG 400, 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Citrato de sédio

JBS1 (5) — 25% PEG 400; 100 mM Acetato de s6dio pH=4.6; 100 mM Cloreto de magnésio
JBS1 (6) — 25% PEG 400; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Sulfato de litio

JBS1 (7) — 28% PEG 400, 100 mM HEPES pH=7.5; 200 mM Cloreto de calcio

JBS1 (8) — 30% PEG 400; 100 mM Acetato de sédio pH=4.6; 100 mM Cloreto de calcio
JBS1 (9) — 30% PEG 400; 100 mM MES pH=6.5; 100 mM Acetato de sédio

JBS1 (10) — 30% PEG 400; 100 mM MES pH=6.5; 100 mM Cloreto de magnésio

JBS1 (11) — 30% PEG 400; 100 mM HEPES pH=7.5; 200 mM Cloreto de magnésio
JBS1 (12) — 30% PEG 400; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Citrato de calcio

JBS1 (13) — 30% PEG 550; 100 mM Bicina pH=9; 100 mM Cloreto de sédio

JBS1 (14) — 25% PEG 550; 100 mM MES pH=6.5; 10 mM Sulfato de zinco

JBS1 (15) — 25% PEG 1000; 100 mM HEPES pH=7.5

JBS1 (16) — 30% PEG 1000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5

JBS1 (17) — 15% PEG 1500

JBS1 (18) — 20% PEG 1500; 100 mM HEPES pH=7.5

JBS1 (19) — 30% PEG 1500

JBS1 (20) — 20% PEG 2000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 10 mM Cloreto de niquel (11)
JBS1 (21) — 25% PEG 200

JBS1 (22) — 30% PEG 2000; 100 mM MES pH=6.5; 100 mM Acetato de sodio

JBS1 (23) — 20% PEG 3000; 100 mM HEPES pH=7.5; 200 mM Acetato de sddio

JBS1 (24) — 30% PEG 3000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Sulfato de litio
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7.2 — Screen de cristalizacdo JBS2

JBS2 (1) — 4% PEG 4000; 100 mM Acetato de sodio pH=4.6

JBS2 (2) — 8% PEG 4000

JBS2 (3) — 8% PEG 4000; 100 mM Acetato de sédio pH=4.6

JBS2 (4) — 10% PEG 4000; 100 mM MES pH=6.5; 200 mM Cloreto de magnésio
JBS2 (5) — 12% PEG 4000; 100 mM HEPES pH=7.5; 100 mM Acetato de sédio
JBS2 (6) — 12% PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5

JBS2 (7) — 16 % PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Sulfato de litio
JBS2 (8) — 16 % PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Acetato de sddio
JBS2 (9) — 16 % PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Cloreto de magnésio
JBS2 (10) — 18% PEG 4000; 100 mM Acetato de sodio pH=4.6

JBS2 (11) — 20% PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Sulfato de litio
JBS2 (12) — 20% PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Cloreto de calcio
JBS2 (13) — 22% PEG 4000; 100 mM HEPES pH=7.5; 100 mM Acetato de sodio
JBS2 (14) — 25% PEG 4000; 100 mM Acetato de s6dio pH=4.6

JBS2 (15) — 25% PEG 4000; 100 mM MES pH=6.5; 200 mM Cloreto de magnésio
JBS2 (16) — 25% PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Cloreto de calcio
JBS2 (17) — 30% PEG 4000

JBS2 (18) — 30% PEG 4000; 100 mM Acetato de s6dio pH=4.6; 100 mM Cloreto de magnésio
JBS2 (19) — 30% PEG 4000; 100 mM MES pH=6.5

JBS2 (20) — 30% PEG 4000; 100 mM HEPES pH=7.5; 200 mM Cloreto de célcio
JBS2 (21) — 30% PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Sulfato de litio
JBS2 (22) — 30% PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Acetato de sédio
JBS2 (23) — 30% PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Cloreto de magnésio

JBS2 (24) — 35% PEG 4000
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7.3 — Screen de cristalizacdo JBS3

JBS3 (1) — 8% PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 800 mM Cloreto de litio

JBS3 (2) — 10% PEG 4000; 20% 2-Propanol

JBS3 (3) — 8% PEG 4000; 100 mM Citrato de sédio pH=5.6; 10% 2-Propanol

JBS3 (4) — 10% PEG 4000; 100 mM HEPES pH=7.5; 5% 2-Propanol

JBS3 (5) — 10% PEG 4000; 100 mM HEPES pH=7.5; 5% 2-Propanol

JBS3 (6) — 12% PEG 4000; 100 mM Acetato de sddio pH=4.6; 200 mM Sulfato de amonio
JBS3 (7) — 15% PEG 4000; 200 mM Sulfato de amonio

JBS3 (8) — 15% PEG 4000; 100 mM Citrato de so6dio pH=5.6; 200 mM Sulfato de aménio
JBS3 (9) — 16% PEG 4000; 10% 2-Propanol; 100 mM HEPES pH=7.5; 200 mM Sulfato de aménio
JBS3 (10) — 20% PEG 4000; 200 mM Sulfato de amonio

JBS3 (11) — 20% PEG 4000; 10% Glicerol; 200 mM Sulfato de aménio

JBS3 (12) — 20% PEG 4000; 5% 2-Propanol; 100 mM Citrato de sodio

JBS3 (13) — 20% PEG 4000; 20% 2-Propanol; 100 mM Citrato de sddio

JBS3 (14) — 20% PEG 4000; 100 mM MES pH=6.5; 600 mM Cloreto de sodio

JBS3 (15) — 20% PEG 4000; 10% 2-Propanol; 100 mM HEPES pH=7.5

JBS3 (16) — 22% PEG 4000; 200 mM Sulfato de aménio; 100 mM Acetato de sodio

JBS3 (17) — 25% PEG 4000; 100 mM Acetato de s6dio pH=4.6, 200 mM Sulfato de aménio
JBS3 (18) — 25% PEG 4000; 100 mM Citrato de sédio pH=5.6; 200 mM Sulfato de amonio
JBS3 (19) — 25% PEG 4000; 100 mM HEPES pH=7.5; 100 mM Acetato de sédio; 200 mM Sulfato de litio
JBS3 (20) — 25% PEG 4000; 8% 2-Propanol; 100 mM Acetato de sddio

JBS3 (21) — 30% PEG 4000; 200 mM Sulfato de aménio

JBS3 (22) — 30% PEG 4000; 100 mM Acetato de sédio pH=4.6; 200 mM Sulfato de amonio
JBS3 (23) — 30% PEG 4000; Citrato de sddio pH=5.6; 100 mM Sulfato de amonio

JBS3 (24) — 32% PEG 4000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 800 mM Cloreto de litio
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7.4 — Screen de cristalizacao JBS4

JBS4 (1) — 25% PEG 5000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 200 mM Cloreto de litio
JBS4 (2) — 30% PEG 5000; 100 mM MES pH=6.5; 200 mM Sulfato de aménio
JBS4 (3) — 3% PEG 6000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 100 mM Cloreto de potassio
JBS4 (4) — 10% PEG 6000; 10 mM Cloreto de magnésio

JBS4 (5) — 12% PEG 6000; 2 M Cloreto de sddio

JBS4 (6) — 15% PEG 6000; 5% Glicerol

JBS4 (7) — 15% PEG 6000; 50 mM Cloreto de potéssio; 10 mM Cloreto de magnésio
JBS4 (8) — 16% PEG 6000; 10 mM Citrato de sédio

JBS4 (9) — 20% PEG 6000; 50 mM Imidazol-HCI pH=8

JBS4 (10) — 25% PEG 6000; 100 mM HEPES pH=7.5; 100 mM Cloreto de litio
JBS4 (11) — 28% PEG 6000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5; 500 mM Cloreto de litio
JBS4 (12) — 30% PEG 6000; 5% 2-Propanol; 1 M Cloreto de litio; 100 mM Citrato de sddio
JBS4 (13) — 33% PEG 6000; 10 mM Citrato de sodio

JBS4 (14) — 2% PEG 8000; 500 mM Cloreto de litio

JBS4 (15) — 2% PEG 8000; 1 M Cloreto de litio

JBS4 (16) — 4% PEG 8000

JBS4 (17) — 8% PEG 8000; 200 mM Cloreto de litio; 50 mM Sulfato de magnésio
JBS4 (18) — 8% PEG 8000; 100 mM Tris-HCI pH=8.5

JBS4 (19) — 10% PEG 8000; 100 mM MES pH=6.5; 200 mM Acetato de zinco
JBS4 (20) — 10% PEG 8000; 100 mM HEPES pH=7.5; 200 mM Acetato de célcio
JBS4 (21) — 10% PEG 8000; 50 mM Acetato de magnésio; 100 mM Acetato de s6dio
JBS4 (22) — 10% PEG 8000; 200 mM Acetato de magnésio

JBS4 (23) — 10% PEG 8000; 10% Etilenoglicol; 100 mM HEPES pH=7.5

JBS4 (24) — 10% PEG 8000; 10% PEG 1000
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7.5 — Screen de cristalizacdo JCSG+

JCSG (1) - 50% PEG 400; 0.1 M Acetato de sédio pH=4.5; 0.2 M Sulfato de litio
JCSG (2) - 20% PEG 3000; 0.1 M Acetato de sodio pH=5.5; 200 mM Sulfato de amonio
JCSG (3) — 30% PEG 3350; 0.2 M Citrato di-amoénio hidrogénio

JCSG (4) — 30% MPD; 0.1 M Acetato de sddio pH=4.6; 0.02 M Cloreto de célcio

JCSG (5) — 20% PEG 3350; 0.2 M Formato de magnésio

JCSG (6) — 20% PEG 1000; 0.1 M Fosfato/citrato pH=4.2; 0.2 M Sulfato de litio

JCSG (7) — 20% PEG 8000; 0.1 M CHES pH=9.5

JCSG (8) — 20% PEG 3350; 0.2 M Formato de aménio

JCSG (9) - 20% PEG 3350; 0.2 M Cloreto de amonio

JCSG (10) — 20% PEG 3350; 0.2 M Formato de potassio

JCSG (11) — 50% MPD; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Fosfato dihidrogénio de amonio
JCSG (12) — 20% PEG 3350; 0.2 M Nitrato de potassio

JCSG (13) — 0.1 M Citrato pH=4; 0.8 M Sulfato de aménio

JCSG (14) — 20% PEG 3350; 0.2 M Tiocianato de sodio

JCSG (15) — 20% PEG 6000; 0.1 M Bicina pH=9

JCSG (16) — 10% PEG 6000; 10% PEG 8000; 8% Etilenoglicol; 0.1 M HEPES pH=7.5
JCSG (17) — 40% MPD; 5% PEG 8000; 0.1 M Cacodilato de sodio pH=6.5

JCSG (18) — 40% Etanol; 5% PEG 1000; 0.1 M Fosfato/citrato pH=4.2

JCSG (19) — 8% PEG 4000; 0.1 M Acetato de sddio pH=4.6

JCSG (20) — 10% PEG 8000; 0.1 M Tris-HCI pH=7; 0.2 mM Cloreto de magnésio
JCSG (21) — 20% PEG 6000; 0.1 M citrato pH=5; 100 mM Acetato de sddio

JCSG (22) — 50% PEG 200; 0.1 M Cacodilato de s6dio pH=6.5; 0.2 M Cloreto de magnésio
JCSG (23) — 1.6 M Citrato tri-sédio

JCSG (24) — 20% PEG 3350; 0.2M Citrato tri-potassio
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JCSG (25) — 20% PEG 8000; 0.1 M Fosfato/citrato pH=4.2; 0.2 M Cloreto de sodio

JCSG (26) — 20% PEG 6000; 0.1 M Citrato de sédio pH=4; 1 M Cloreto de litio

JCSG (27) — 20% PEG 3350; 0.2 M Nitrato de amonio

JCSG (28) — 10% PEG 6000; 0.1 M NaHEPES pH=7; 0.8 M Fosfato dihidrogénio de sédio

JCSG (29) — 0.8 M Fosfato dihidrogénio de sédio; 0.8 M Fosfato dihidrogénio de potassio; 0.1 M
NaHEPES pH=7.5

JCSG (30) — 40% PEG 300; 0.1 M Fosfato/citrato pH=4.2

JCSG (31) — 10% PEG 3000; 0.1 M Acetato de sddio pH=4.5; 0.2 M Acetato de zinco
JCSG (32) — 20% Etanol; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5

JCSG (33) — 25% 1,2-Propanodiol; 10% Glicerol; 0.1 M Fosfato sédio/potassio pH=6.2
JCSG (34) — 10% PEG 20000; 2% Dioxano; 0.1 M Bicina pH=9

JCSG (35) — 2 M Sulfato de amonio; 0.1 M Acetato de sodio pH= 4.6

JCSG (36) — 10% PEG 1000; 10% PEG 8000

JCSG (37) — 24% PEG 1500; 20% Glicerol

JCSG (38) — 30% PEG 400; 0.1M Na HEPES pH=7.5; 0.2 M Cloreto de magnésio
JCSG (39) — 50% PEG 200; 0.1 M Fosfato de sddio/potassio pH=6.2; 0.2 M Cloreto de sddio
JCSG (40) — 30% PEG 8000; 0.1 M Acetato de sédio pH=4.5; 0.2 M Sulfato de litio
JCSG (41) — 70% MPD; 0.1 M HEPES pH=7.5

JCSG (42) — 20% PEG 8000; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Cloreto de magnésio
JCSG (43) — 40% PEG 400; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Sulfato de litio

JCSG (44) — 40% MPD; 0.1 M Tris-HCI pH=8

JCSG (45) — 25.5% PEG 4000; 15% Glicerol; 0.17 M Sulfato de aménio

JCSG (46) — 40% PEG 300; 0.1 M Cacodilato de s6dio pH=6.5; 0.2 M Acetato de calcio

JCSG (47) — 14% 2-propanol; 30% Glicerol; 0.07 M Acetato de sodio pH=4.6; 0.14 M Cloreto de

calcio

JCSG (48) — 16% PEG 8000; 20% Glicerol; 0.04 M Fosfato dihidrogénio de potéssio
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7.6 — Screen de cristalizacdo PEG/lon 4K

PEG/lon 4K (1) — 20% PEG 4K; 0.2 M Fluoreto de sédio; pH 7.1

PEG/lon 4K (2) — 20% PEG 4K; 0.2 M Fluoreto de potéassio; pH 7.2
PEG/lon 4K (3) — 20% PEG 4K; 0.2 M Fluoreto de amonio; pH 6.2
PEG/lon 4K (4) — 20% PEG 4K; 0.2 M Cloreto de litio anidro; pH 6.7
PEG/lon 4K (5) — 20% PEG 4K; 0.2 M Cloreto de magnésio hexahidratado; pH 5.8
PEG/lon 4K (6) — 20% PEG 4K; 0.2 M Cloreto de s6dio; pH 6.9

PEG/lon 4K (7) — 20% PEG 4K; 0.2 M Cloreto de célcio dihidratado; pH 5.1
PEG/lon 4K (8) — 20% PEG 4K; 0.2 M Cloreto de potéassio; pH 6.9
PEG/lon 4K (9) — 20% PEG 4K; 0.2 M Cloreto de aménio; pH 6.3

PEG/lon 4K (10) — 20% PEG 4K; 0.2 M lodeto de sddio; pH 6.9

PEG/lon 4K (11) — 20% PEG 4K; 0.2 M lodeto de potassio; pH 6.8
PEG/lon 4K (12) — 20% PEG 4K; 0.2 M lodeto de amonio; pH 6.2

PEG/lon 4K (13) — 20% PEG 4K; 0.2 M Tiocianato de sodio; pH 6.9
PEG/lon 4K (14) — 20% PEG 4K; 0.2 M Tiocianato de potéssio; pH 7
PEG/lon 4K (15) — 20% PEG 4K; 0.2 M Nitrato de litio; pH 7.1

PEG/lon 4K (16) — 20% PEG 4K; 0.2 M Nitrato de magnésio hexahidratado; pH 5.8
PEG/lon 4K (17) — 20% PEG 4K; 0.2 M Nitrato de sodio; pH 6.8

PEG/lon 4K (18) — 20% PEG 4K; 0.2 M Nitrato de potassio; pH 6.9
PEG/lon 4K (19) — 20% PEG 4K; 0.2 M Nitrato de amonio; pH 6.3
PEG/lon 4K (20) — 20% PEG 4K; 0.2M Formato de magnésio; pH 5.9
PEG/lon 4K (21) — 20% PEG 4K; 0.2 M Formato de sddio; pH 7.2

PEG/lon 4K (22) — 20% PEG 4K; 0.2 M Formato de potassio; pH 7.3
PEG/lon 4K (23) — 20% PEG 4K; 0.2 M Formato de amonio; pH 6.6
PEG/lon 4K (24) — 20% PEG 4K; 0.2M Acetato de litio dihidratado; pH 7.8

117



InteraccOes de proteinas do plasma com potenciais farmacos: estudos 3D a nivel molecular

PEG/lon 4K (25) — 20% PEG 4K; 0.2M Acetato de magnésio tetrahidratado; pH 7.7
PEG/lon 4K (26) — 20% PEG 4K; 0.2M Acetato de zinco dihidratado; pH 6.3

PEG/lon 4K (27) — 20% PEG 4K; 0.2M Acetato de sddio trihidratado; pH 7.9

PEG/lon 4K (28) — 20% PEG 4K; 0.2M Acetato de célcio hidratado; pH 7.3

PEG/lon 4K (29) — 20% PEG 4K; 0.2M Acetato de potassio; pH 7.8

PEG/lon 4K (30) — 20% PEG 4K; 0.2M Acetato de amoénio; pH 7.1

PEG/lon 4K (31) — 20% PEG 4K; 0.2M Sulfato de litio monohidratado; pH 6.4

PEG/lon 4K (32) — 20% PEG 4K; 0.2M Sulfato de magnésio heptahidratado; pH 5.9
PEG/lon 4K (33) — 20% PEG 4K; 0.2M Sulfato de sédio decahidratado; pH 6.6

PEG/lon 4K (34) — 20% PEG 4K; 0.2M Sulfato de potassio; pH 6.7

PEG/lon 4K (35) — 20% PEG 4K; 0.2M Sulfato de amonio; pH 6

PEG/lon 4K (36) — 20% PEG 4K; 0.2M Tartarato di-sodium dihidratado; pH 7.2
PEG/lon 4K (37) — 20% PEG 4K; 0.2M Tartarato de potassio/sddio tetrahidratado; pH 7.2
PEG/lon 4K (38) — 20% PEG 4K; 0.2M Tartarato di-aménio; pH 6.6

PEG/lon 4K (39) — 20% PEG 4K; 0.2M Fosfato dihidrogénio de s6dio monohidratado; pH 4.5
PEG/lon 4K (40) — 20% PEG 4K; 0.2M Fosfato hidrogénio de disodio dihidratado; pH 9.1
PEG/lon 4K (41) — 20% PEG 4K; 0.2M Fosfato de potassio dihidrogénio; pH 4.7
PEG/lon 4K (42) — 20% PEG 4K; 0.2M Fosfato hidrogénio di-potassio; pH 9.2

PEG/lon 4K (43) — 20% PEG 4K; 0.2M Fosfato dihidrogénio de amoénio; pH 4.6
PEG/lon 4K (44) — 20% PEG 4K; 0.2M Fosfato hidrogénio di-aménio; pH 7.9

PEG/lon 4K (45) — 20% PEG 4K; 0.2M Citrato tri-litio tetrahidratado; pH 8.1

PEG/lon 4K (46) — 20% PEG 4K; 0.2M Citrato tri-sédio dihidratado; pH 8.2

PEG/lon 4K (47) — 20% PEG 4K; 0.2M Citrato tri-potassio monohidratado; pH 8.3

PEG/lon 4K (48) — 20% PEG 4K; 0.2M Citrato hidrogénio di-amonio; pH 5
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7.7 — Screen de cristalizacdo PEG/lon 8K

PEG/lon 8K (1) — 20% PEG 8K; 0.2 M Fluoreto de sddio; pH 7.1

PEG/lon 8K (2) — 20% PEG 8K; 0.2 M Fluoreto de potéassio; pH 7.2
PEG/lon 8K (3) — 20% PEG 8K; 0.2 M Fluoreto de amonio; pH 6.2
PEG/lon 8K (4) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de litio anidro; pH 6.7
PEG/lon 8K (5) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de magnésio hexahidratado; pH 5.8
PEG/lon 8K (6) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de sodio; pH 6.9

PEG/lon 8K (7) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de célcio dihidratado; pH 5.1
PEG/lon 8K (8) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de potéassio; pH 6.9
PEG/lon 8K (9) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de aménio; pH 6.3

PEG/lon 8K (10) — 20% PEG 8K; 0.2 M lodeto de sddio; pH 6.9

PEG/lon 8K (11) — 20% PEG 8K; 0.2 M lodeto de potassio; pH 6.8
PEG/lon 8K (12) — 20% PEG 8K; 0.2 M lodeto de amdnio; pH 6.2

PEG/lon 8K (13) — 20% PEG 8K; 0.2 M Tiocianato de sodio; pH 6.9
PEG/lon 8K (14) — 20% PEG 8K; 0.2 M Tiocianato de potéssio; pH 7
PEG/lon 8K (15) — 20% PEG 8K; 0.2 M Nitrato de litio; pH 7.1

PEG/lon 8K (16) — 20% PEG 8K; 0.2 M Nitrato de magnésio hexahidratado; pH 5.8
PEG/lon 8K (17) — 20% PEG 8K; 0.2 M Nitrato de sodio; pH 6.8

PEG/lon 8K (18) — 20% PEG 8K; 0.2 M Nitrato de potassio; pH 6.9
PEG/lon 8K (19) — 20% PEG 8K; 0.2 M Nitrato de amonio; pH 6.3
PEG/lon 8K (20) — 20% PEG 8K; 0.2M Formato de magnésio; pH 5.9
PEG/lon 8K (21) — 20% PEG 8K; 0.2 M Formato de sddio; pH 7.2

PEG/lon 8K (22) — 20% PEG 8K; 0.2 M Formato de potassio; pH 7.3
PEG/lon 8K (23) — 20% PEG 8K; 0.2 M Formato de aménio; pH 6.6
PEG/lon 8K (24) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de litio dihidratado; pH 7.8
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PEG/lon 8K (25) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de magnésio tetrahidratado; pH 7.7
PEG/lon 8K (26) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de zinco dihidratado; pH 6.3

PEG/lon 8K (27) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de sddio trihidratado; pH 7.9

PEG/lon 8K (28) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de célcio hidratado; pH 7.3

PEG/lon 8K (29) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de potassio; pH 7.8

PEG/lon 8K (30) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de aménio; pH 7.1

PEG/lon 8K (31) — 20% PEG 8K; 0.2M Sulfato de litio monohidratado; pH 6.4

PEG/lon 8K (32) — 20% PEG 8K; 0.2M Sulfato de magnésio heptahidratado; pH 5.9
PEG/lon 8K (33) — 20% PEG 8K; 0.2M Sulfato de sédio decahidratado; pH 6.6

PEG/lon 8K (34) — 20% PEG 8K; 0.2M Sulfato de potassio; pH 6.7

PEG/lon 8K (35) — 20% PEG 8K; 0.2M Sulfato de amonio; pH 6

PEG/lon 8K (36) — 20% PEG 8K; 0.2M Tartarato di-sodium dihidratado; pH 7.2
PEG/lon 8K (37) — 20% PEG 8K; 0.2M Tartarato de potassio/sodio tetrahidratado; pH 7.2
PEG/lon 8K (38) — 20% PEG 8K; 0.2M Tartarato di-aménio; pH 6.6

PEG/lon 8K (39) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato dihidrogénio de s6dio monohidratado; pH 4.5
PEG/lon 8K (40) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato hidrogénio de disodio dihidratado; pH 9.1
PEG/lon 8K (41) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato de potassio dihidrogénio; pH 4.7
PEG/lon 8K (42) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato hidrogénio di-potassio; pH 9.2

PEG/lon 8K (43) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato dihidrogénio de amonio; pH 4.6
PEG/lon 8K (44) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato hidrogénio di-aménio; pH 7.9

PEG/lon 8K (45) — 20% PEG 8K; 0.2M Citrato tri-litio tetrahidratado; pH 8.1

PEG/lon 8K (46) — 20% PEG 8K; 0.2M Citrato tri-sédio dihidratado; pH 8.2

PEG/lon 8K (47) — 20% PEG 8K; 0.2M Citrato tri-potassio monohidratado; pH 8.3

PEG/lon 8K (48) — 20% PEG 8K; 0.2M Citrato hidrogénio di-amonio; pH 5
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7.8 — Screen de cristalizac&o 80!

30% MPD; 0.1 M Acetato pH=4.5; 0.2 M Cloreto de célcio

1 M Tartarato de potassio/sodio; 0.1 M MES pH=6.5

0.4 M Fosfato de amonio

3 M Sulfato de aménio; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5

30% MPD; 0.1 M HEPES pH=7.5; 0.2 M Citrato de sddio

30% PEG 4K; 0.1 M Acetato pH=4.5; 0.2 M Cloreto de magnésio

1.2 M Citrato de sodio; 0.1 M HEPES pH=7.5

0.2 M Citrato de sodio

30% PEG 400; 0.1 M Citrato pH=5.5; 0.2 M Acetato de amonio

0.1 M Acetato pH=4.5; 1.5 M Fosfato de amédnio

1 1.5 M Fosfato hidrogénio di-potassio; 1.5 M Fosfato hidrogénio di-sédio; 0.1 M HEPES
pH=7.5; 0.2 M Sulfato de amoénio

12 20% PEG 400; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Citrato de sodio

13 25% PEG 4K; 0.1 M HEPES pH=7.5; 0.2 M Cloreto de calcio

14 30% PEG 8K; 0.1 M MES pH=6.5; 0.1 M Cloreto de magnésio

15 30% PEG 4K; 0.1 M Citrato pH=5.5; 0.2M Sulfato de litio

16 0.1 M Acetato pH=4.5; 1 M Sulfato de litio

17 30% MPD; 0.1 M Tris-HCI pH=7.5; 0.2 M Fosfato de amonio

18 1.5 M Fosfato hidrogénio di-potéssio; 1.5 M Fosfato dihidrogénio de sodio; 0.1 M Tris-HCI
pH=7.5; 0.2 M Acetato de amonio

19 30% PEG 8K; 0.1 M Citrato pH=5.5; 0.1 M Sulfato de amonio

20 30% MPD; 0.1 M MES pH=6.5

21 30% PEG 4K; 0.1 M HEPES pH=7.5; 0.2 M Cloreto de magnésio

22 30% PEG 4K; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Acetato de sodio

23 1 M Tartarato de potéssio/sodio; 0.1 M Tris-HCI pH=7.5

24 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Cloreto de calcio

25 30% MPD; 0.1 M Citrato pH=5.5; 0.5 M Acetato de aménio

26 0.1 M MES pH=6.5; 2 M Acetato de sédio

27 30% PEG 8K; 0.1 M MES pH=6.5; 0.2 M Tartarato de potassio/sddio

28 0.1 M HEPES pH=7.5; 1 M Tartarato de potassio/sadio;

29 30% PEG 400; 0.1 M Acetato pH=4.5; 0.2 M Sulfato de amonio

30 20% PEG 4K; 0.1 M HEPES pH=7.5; 0.1 M Sulfato de aménio

31 0.1 M MES pH=6.5; 2 M Sulfato de amédnio
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30% Etanol; 0.1 M MES pH=6.5; 0.2 M Cloreto de sodio

30% Etanol; 0.1 M HEPES pH=7.5; 0.2 M Cloreto de magnésio
30% Etanol; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Acetato de amdnio

30% Etanol; 0.1 M Acetato pH=4.5; 0.2 M Cloreto de célcio

30% Etanol; 0.1 M HEPES pH=7.5; 0.2 M Acetato de sodio

30% Isopropanol; 0.1 M HEPES pH=7.5; 0.2 M Cloreto de magnésio

30% MPD; 0.1 M Cacodilato pH=6.5

2 M Formato de sodio; 0.1 M Acetato pH=4.5

40% Isopropanol; 0.1 M Cacodilato pH=6.5; 0.2 M Citrato de sddio
20% PEG 400; 10% Isopropanol; 0.1 M HEPES pH=7.5

1 M Sulfato de litio; 0.1 M HEPES pH=7.5

30% PEG 4K; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Sulfato de litio
30% PEG 6K; 0.1 M Cacodilato pH=6.5; 0.2 M Sulfato de aménio

1.5 M Acetato de sodio; 0.1 M Acetato pH=4.5

1 M Fosfato dihidrogénio de aménio; 0.1 M Citrato de sédio

4M Formato de sodio

1.2 M Citrato de sddio; 0.1 M HEPES pH=7.5

0.4 M Tartarato de potéssio/sodio

30% PEG 4K; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Cloreto de magnésio
1.4 M Acetato de sédio; 0.1 M Cacodilato pH=6.5

30% PEG 4K; 0.1 M Citrato pH=5.5; 0.2 M Acetato de aménio

30% PEG 4K; 0.1 M Citrato pH=4.5; 0.2 M Acetato de aménio

28% PEG 400; 0.1 M HEPES pH=7.5; 0.2 M Cloreto de calcio

30% PEG 8K; 0.1 M Cacodilato pH=6.5; 0.2 M Sulfato de aménio
30% PEG 8K; 0.1 M Cacodilato pH=6.5; 0.2 M Acetato de magnésio
30% lIsopropanol; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Acetato hidrogénio de aménio
25% PEG 4K; 0.1 M Acetato pH=4.5; 0.2 M Sulfato de aménio

30% MPD; 0.1 M Cacodilato pH=6.5; 0.2 M Acetato de magnésio
20% Isopropanol; 0.1 M Acetato pH=4.5; 0.2 M Cloreto de célcio

1 M Acetato de sédio; 0.1 M Imidazol pH=7

20% Isopropanol; 0.1 M Cacodilato pH=6.5; 0.2 M Citrato de sédio
30% PEG 8K; 0.1 M Cacodilato pH=6.5; 0.2 M Acetato de sédio

30% PEG 8K; 0.2 M Sulfato de amonio
30% PEG 4K; 0.2 M Sulfato de amonio

1.6 M Fosfato hidrogénio di-potéassio; 1.6 M Fosfato dihidrogénio de sédio; 0.1 M HEPES

pH=7.5
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67 8% PEG 8K; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5

68 8% PEG 4K; 0.1 M Acetato pH=4.5

69 1.8 M Fosfato dihidrogénio de amonio; 2% PEG 400; 0.1 M HEPES pH=7.5
70 20% PEG 4K; 20 % Isopropanol; 0.1 M Citrato pH=5.5

71 20% PEG 8K; 0.05 M Fosfato hidrogénio di-potéssio

72 30% PEG 1K

73 0.2 M Formato de magnésio

74 18% PEG 8K; 0.1 M Cacodilato pH=6.5; 0.2 M Acetato de zinco

75 18% PEG 8K; 0.1 M Cacodilato pH=6.5; 0.2 M Acetato de calcio

76 2 M Sulfato de amonio; 0.1 M Acetato pH=4.5

77 2 M Sulfato de amoénio; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5

78 2% PEG 8K; 1 M Sulfato de litio

79 18% PEG 8K; 0.5 M Sulfato de litio

80 20 % PEG 4K; 20 % Isopropanol; 0.1 M Citrato pH=5.5; 0.2 M Acetato de aménio

7.9 — Composicao do meio MM

Para um litro de meio MM (do inglés Minimal Methanol), dissolver 15 g de agar em 800 ml de
agua destilada e autoclavar durante 20 minutos.

Apo0s a solucdo arrefecer até 60 °C, adicionar: 100 ml de 10X YNB (base de nitrogénio de
levedura com sulfato de amonia sem aminoacidos), 2 ml de 500X biotina esterilizada por filtracdo e
100 ml de 10X metanol esterilizado por filtracdo.

Distribuir por placas e guarda-las a 4 °C.

7.10 — Composicdo do meio BMGY

Para um litro de meio BMGY (do inglés Buffered Glycerol-complex Medium), dissolver 10 ¢
de extracto de levedura e 20 g de peptona em 700 ml de &gua destilada e autoclavar durante 20
minutos.

Esperar até a solugdo arrefecer até a temperatura ambiente e adicionar: 100 ml de tampéo
fosfato de potassio 1M (pH=6) autoclavado, 100 ml de 10X YNB, 2 ml de 500X biotina esterilizada

por filtracdo e 100 ml de 10X glicerol autoclavado. Conservar a 4 °C.
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7.11 — Composicao do meio Basal Salt

Para um litro de meio Basal Salt dissolver 26,7 ml de acido fosférico 85%, 0,93 g de sulfato
de célcio dihidratado, 18,2 g de sulfato de potéssio, 14,99 de sulfato de magnésio heptahidratado e
4,13 g de hidréxido de potassio em cerca de 500 ml de &dgua destilada. Ajustar o pH da solugéo para 5
com hidréxido de amoénio e perfazer o volume até um litro com &gua destilada. Autoclavar a solucdo

durante 20 minutos
7.12 — Composicao do meio PTM-1

Para um litro de meio PTM-1 dissolver 6,0 g de sulfato de cobre pentahidratado, 0,08 g de
iodeto de sodio, 3,0 g de sulfato de manganés monohidratado, 0,2 g de molibdato de sédio dihidratado,
0,02 g de acido borico, 0,5 g cloreto de cobalto, 20,0 g de cloreto de zinco, 65,0 g de sulfato ferroso
heptahidratado, 5,0 ml de acido sulfarico e 0,2 g de biotina em cerca de 500 ml de agua destilada.

Perfazer o volume até um litro com agua destilada e esterilizar por filtragao.
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