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RESUMO

A Transtirretina (TTR) ¢ uma proteina amiloidogénica envolvida em males
como a Polineuropatia Amiloidotica Familiar (PAF) e Amiloidose Sistémica Senil
(ASS). A TTR ¢ tetramérica, sintetizada principalmente no figado e responsavel pelo
transporte secundario do hormonio tiroxina no sangue. Até hoje, o transplante de figado
¢ a Unica terapia existente para a PAF e ndo existe ainda intervengdo para a ASS. O
mecanismo preciso de agregagdo desta proteina ainda ndo ¢ compreendido, porém,
acredita-se que as primeiras etapas do processo envolvem a dissociacao do tetramero em
mondmeros parcialmente desenovelados, que seriam os intermedidrios amiloidogénicos.
Este evento ocorreria in Vivo nos lisossomas ¢ esta hipotese ¢ sustentada porque in vitro
o pH 4cido promove a fibrilogénese. Em busca de novas abordagens terapéuticas,
estudos demonstraram que algumas pequenas moléculas se ligam ao sitio do hormonio
aumentando a barreira energética da dissociacdo. Neste trabalho, nds investigamos o
efeito de alguns compostos ja usados para outros fins farmacéuticos como Sulindaco
(SUL), Indometacina (IND), Cetoconazol (CET), Clorpromazina (CLO), Propranolol
(PRO) e Lumiracoxibe (LUM), na cinética de agregacao e estabilidade da wt-TTR e de
seu mutante mais agressivo, LS5P-TTR. Para avaliar o efeito dos compostos, usamos
agentes perturbadores como a alta press@o hidrostatica (APH) e a desnaturacdo acida em
combina¢do com técnicas espectroscopicas. Sulindaco, Indometacina e Lumiracoxibe
foram eficazes em inibir a agregacdo induzida por pH ¢ APH de forma dependente de
concentragdo. Realizando uma curva de concentragdo, foi possivel determinar o IC50 de
cada um dos compostos e as afinidades aparentes de cada um deles foram calculadas
medindo o deslocamento da sonda hidrofobica ANS que se liga aos mesmos sitios dos
compostos. Assim, observamos uma relacdo direta entre afinidade e eficacia dos
compostos que foi: LU>INDO>SUL. Para investigar se estes compostos poderiam se
ligar a algum intermedidrio da via de agregagdo, nos os adicionamos as amostras de
TTR apds o inicio da cinética e observamos ainda existir um efeito inibitorio. Porém,
com o uso da gel filtragdo, estimamos que tal efeito se deu devido a presenga
significativa de tetrAmeros ainda em solugdo nos tempos escolhidos. A estabilidade
conferida pelos compostos também foi avaliada frente a APH e mais uma vez eles
demonstraram efeito estabilizador. Os compostos se mostraram também eficientes em
inibir a agregacao induzida pela APH, o que nos permite sugerir uma nova metodologia
para o “screening” de compostos antiamiloidogénicos. Estes dados de atividade aqui
obtidos, em conjunto com os dados de difracdo de raios-X dos complexos TTR-ligantes
podem ser uteis para a formulacdo de novas estratégias terapéuticas contra as
amiloidoses causadas pela Transtirretina.



ABSTRACT

Transthyretin (TTR) is an amyloidogenic protein involved in diseases such as
Familiar Amyloid Polyneuropathy (FAP) and Senil Systemic Amyloidosis (SSA). TTR
is tetrameric, synthesized in the liver and is the second carrier of Thyroxine (T4) in
blood circulation. Liver transplantation is the only therapy for FAP and there is no
intervention for SSA yet. The precise mechanism of this protein aggregation is not
completely understood, although it is believed that the initial steps are the dissociation
of the tetramers into partially unfolded monomers that would be the amyloidogenic
intermediates. This event could take place at the acidic environment of the lyzosomes
and this hypothesis is supported by the fact that acid pH in vitro promotes TTR
fibrillation. In search of new therapeutic approaches, some studies have demonstrated
that small molecules that share structural similarities with T4 can bind to its site in TTR,
raising the energetic barrier of dissociation. In this study we investigate the effects of
some compounds already in use in the medicine such as Sulindac, Indomethacin,
Lumiracoxibe, Chlorpromazine, Ketoconazole and Propranolol on the aggregation
kinetics and stability of wt-TTR and its most aggressive natural mutant, the LSSP-TTR.
To evaluate such effects we used acidic denaturation and High Hydrostatic Pressure
(HHP) as perturbating agents, because both also promote aggregation, in combination
with spectroscopic techniques. Sulindac, Indomethacin and Lumiracoxibe were able to
prevent aggregation induced even by acid pH and HHP in a dose-dependent manner.
Performing a dose-response curve, we calculated the IC50 of each compound. We also
compared the apparent affinities of the ligands for the protein by indirect fluorescence
of ANS. Thus, we observed a direct correlation between efficacy and affinity that was:
LU>INDO>SUL. To investigate if these molecules would act over any aggregation
intermediate or if they bind specifically to the native folded protein, we added them to
the TTR samples after the beginning of aggregation kinetics and observed that there was
still an inhibitory effect. Performing a size exclusion chromatography assay, we found
that the effect was due to a big quantity of tetramers remaining in solution. The stability
conferred by the compounds was also accessed against HHP and once again they seem
to raise the energetic barrier of dissociation. The inhibitors also showed activity against
HHP-induced aggregation and the results are similar to those observed against acid
denaturation, what allow us to present a new approach to anti-amyloidogenic drug
screening. These activity data obtained here in combination with x-ray diffraction
crystallography of the complexes TTR-ligands will be useful to formulate new
strategies against the TTR related amyloidosis by the use of small molecules.
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Introdugao

1. INTRODUCAO

1.1 - 0 ENOVELAMENTO PROTEICO

As proteinas sdo polimeros de aminoacidos ligados sequencialmente por
ligacdes covalentes chamadas de ligagdo peptidica. Existem mais de 100.000 tipos
conhecidos de proteinas. As proteinas fazem parte de todos os seres vivos e
desempenham fung¢des fundamentais em todos os sistemas bioldgicos, seja controlando
catalisando reagdes quimicas ou atuando como elemento estrutural na constitui¢do dos
organismos e etc...

A sintese de proteinas a partir de seus aminoacidos constituintes se da pela
traducdo de uma seqii€éncia de RNA mensageiro, a qual tem inicio pelo reconhecimento
do coédon de iniciagdo e termina com o reconhecimento do codon de término. Este
processamento envolve etapas fundamentais que sdo: (1) ativagdo dos aminodacidos, que
acontece pela ligacdo ao RNA transportador; (2) iniciagdo, que € o posicionamento da
seqiiéncia de RNA nos ribossomos; (3) elongacdo, que ¢ o “encaixe” de aminodcidos
subseqlientes na cadeia por meio da ligagcdo covalente peptidica; (4) término e liberagdo
da cadeia e (5) enovelamento e processamento poés-traducional (LEHNINGER E
COLS., 1993).

A funcdo de uma proteina sera determinada pela sua composicdo, estrutura e
localiza¢do no organismo, €. Quanto a sua estrutura, esta ¢ alcancada a medida que a
proteina se enovela. Compreender os mecanismos exatos do enovelamento protéico
ainda ¢ um desafio para a ciéncia moderna.

E chamada de estrutura nativa a conformacio final e funcional de uma proteina.
Conforme Anfisen, a estrutura primdria, que ¢ a sequéncia de aminoacidos da proteina,

¢ responsavel pela sua estrutura tridimensional final (ANFISEN, 1973). Existem, além
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da estrutura primaria, ainda outros trés tipos de organizacao estrutural em proteinas, que
sdo: a estrutura secundaria, determinada pelo arranjo dos aminoacidos no espago e pode
ser constituida principalmente de voltas, alfa hélices, fitas e folhas beta; a estrutura
terciaria, que € o formato tridimensional adotado pela cadeia e a estrutura quaternaria,
que ocorre quando sub-unidades da mesma proteina sdo unidas por interagdes fracas,
formando supra estruturas com uma ou varias unidades (LEHNINGER E COLS., 2004).

A estrutura tercidria ¢ mantida por um somatodrio de interagdes fracas entre os
aminoacidos. Elas s3o formadas entre aminoacidos que podem estar bastante distantes
ou vizinhos na cadeia primaria. Apesar de serem interagdes ditas fracas, como pontes de
hidrogénio, interacdes iOnicas, interagcdes hidrofobicas e forgas de van der Walls, o seu
somatorio ¢ capaz de conferir enorme estabilidade as proteinas permitindo o seu correto
funcionamento que estd, como ja dito anteriormente, diretamente ligado a sua estrutura
(CREIGHTON, 1990). Existe ainda uma interacdo covalente que pode ocorrer em
proteinas, que ¢ chamada de pontes dissulfeto que ocorrem entre residuos do
aminoacido cisteina e que conferem grande estabilidade a proteina por serem ligagcdes
covalentes e, portanto de alta energia.

Quando existe uma muta¢do pontual na sequéncia primaria, a formacdo ou
manuten¢do da estrutura terciaria pode ser bastante comprometida, j& que as interagdes
fracas entre aminodcidos podem ser modificadas. Este evento pode ser evidenciado por
estudos que utilizam mutagdes pontuais, naturais ou ndo (FOGUEL E COLS., 1995;
BROWN E COLS., 1997).

Da liberagdo da seqiliéncia completa dos aminoacidos pelos ribossomos até o fim
do seu processo de enovelamento, o tempo que todos os aminodcidos levariam para
atingir sua conformacdo nativa, se cada um deles experimentasse todas as posi¢cdes

possiveis seria maior do que o tempo de existéncia da Terra (LEVINTHAL, 1968). Este
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paradoxo ¢ conhecido como paradoxo de Levinthal. Hoje em dia, porém, se sabe que os
aminoacidos e a cadeia peptidica ndo experimentam livre e aleatoriamente todas as
possiveis conformagdes, mas sdo guiados por interagdes fundamentais que dirigem o
processo, formando os intermedidrios de enovelamento. Desta maneira, o enovelamento
¢ trazido para o tempo da ordem de mili-segundos (KIM & BALDWIN, 1990;
DOBSON, 1995; LAZARIDIS AND KARPLUS, 1997).

Atualmente, sabe-se que a proteina em seu estado conhecido como nativo ndo ¢
uma estrutura fixa e rigida como se pensava antigamente. O estado nativo apresenta
pequenas variagdes de conformagdo que conferem plasticidade e permitem que a
proteina exerca suas fungdes, porém do ponto de vista energético, sdo bastante proximos
quanto a energia livre (BORGIA E COLS., 2008).

No seu estado nativo a proteina possui 0 menor minimo de energia livre,
ficando, portanto, segundo a visdo mais moderna de funil de enovelamento (Figura 1),
aprisionada num minimo de energia local. Desta forma, os residuos podem
experimentar diversas conformacdes possiveis, sendo que a conformacdo final serd a
mais estavel, (DOBSON, 2003).

Nesta mesma representacdo do enovelamento na forma de funil, existem
minimos de energia transientes onde se encontram os intermediarios de enovelamento.
Os intermediarios de enovelamento estdo presentes, geralmente, no enovelamento de
proteinas com mais de 100 residuos. Se por um lado, os intermediarios guiam o
enovelamento correto da proteina, eles também podem dirigir a reacdo para o
enovelamento incorreto (RODER E COLS., 1997; SANCHEZ E COLS., 2003). De
qualquer maneira, estudos sugerem que, no caso de proteinas grandes com mais de um
dominio, o enovelamento aconteca de forma independente em diferentes regides da

cadeia (FERSHT, 1999; DINNER E COLS., 2000).
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A existéncia dos intermediarios de enovelamento, porém, foi por bastante tempo
questionada, principalmente pelas observacdes feitas acerca do enovelamento de
proteinas pequenas e com aparentes dois estados apenas na cinética de enovelamento
(Nativo-Desnaturado) e pelo uso de técnicas que ndo permitiam analises nas escalas de
tempo nas quais os intermediarios sdo existentes (JACKSON E COLS., 1991;
KRISHNA E COLS., 2004; BROKWELL E COLS., 2007).

E importante lembrar que o enovelamento protéico ocorre no ambiente
celular e que durante todo o evento existe a possibilidade da interagdo entre a recém
formada cadeia polipeptidica e outra molécula do compartimento celular acontecer. Isso
porque algumas proteinas podem comecar a se enovelar antes da liberagdo da cadeia
completa pelos ribossomos (HARDESTY E COLS., 2001), porém outras s6 comegam a
enovelar-se apds a liberacdo no citoplasma e hd ainda outras s6 se enovelam em
compartimentos especificos como mitocondrias ou reticulo endoplasmatico (BUKAU E
COLS., 1998; HARTL E COLS., 2002). Desta maneira, o comportamento de uma
cadeia polipeptidica dentro de uma célula viva, onde a colisdo entre moléculas deve ser
bastante considerada, leva a uma maior complexidade da rota do enovelamento
representando um grande desafio para as células, que precisam garantir a formagao da
proteina nativa e funcional evitando contatos indesejaveis que levam, por exemplo, a
formag¢dao de agregados. (JAHN E COLS., 2005; CLARK, 2004; GSPONER E

VENDRUSCOLO, 2006) (Figura 1).
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Entropia

Energia

oligimero

[ R ——

fibra amildide

Figura 1. — Representacio esquematica do funil energético do enovelamento considerando a
possivel via competitiva de agregacio. Em cinza claro estd a representagdo da busca da cadeia
polipeptidica pelo enovelamento funcional. Em cinza escuro, o aumento da complexidade da reacdo
quando se levam em consideragdo possiveis contatos intercadeias que levam a agregacdo da proteina.

Adaptado DE JAHN E RADFORD, 2008.
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Dentro deste contexto, uma estratégia adotada pelas células para prevenir o
enovelamento incorreto causado pelas interagdes inter-protéicas ¢ a presenca das
chaperonas. As chaperonas sdo proteinas que previnem as interagdes improprias que
possam acontecer (ELLIS, 1989) favorecendo a ocorréncia de contatos intra-cadeias que
levam ao enovelamento produtivo. Elas interagem com as cadeias assim que liberadas
dos ribossomos ou em estagios mais avancados do processo (BUKAU E COLS., 1998;
HARTL E COLS., 2002).

Os mecanismos de agdo das chaperonas sdo bastante diversificados. Dentre os
conhecidos poderiamos citar o desempenhado pelas chaperoninas ‘“gaiolas” de
enovelamento. Esta proteina confere prote¢do a recém-formada cadeia polipeptidica
contra o meio celular populado de outras moléculas que poderiam entrar em contato
com as regidoes hidrofobicas ainda expostas (BUKAU E COLS., 1998; HARTL E
COLS., 2002), uma vez que a estrutura nativa da proteina s6 ¢ atingida quando as
interacdes especificas inter e intra-dominios sdo estabelecidas. Isso ocorre em uma etapa
cooperativa quando todas as cadeias laterais adquirem seu arranjo final e a agua ¢
excluida do cerne da proteina (CHEUNG E COLS., 2002).

Por fim, as proteinas que precisam ser secretadas pelo Complexo de Golgi para
exercer suas fungdes no espaco extracelular devem passar por um controle de qualidade.
Este controle de qualidade envolve algumas etapas que sdo glicosilagdes que permitirdo
o reconhecimento entre as corretamente e ndo corretamente enoveladas (HAMMON E
COLS., 1995). A principal importincia deste controle de qualidade estd no
direcionamento das proteinas mal enoveladas para a via de degradacdo nos

proteassomas (SHUBERT E COLS., 2000). Est4d degradacao esta altamente relacionada
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a prevencao das doengas do mau enovelamento, entre elas inumeras amiloidoses

(BENCE E COLS., 2001).

1.2 - AGREGACAO PROTEICA E AMILOIDOSES

A agregacdo de cadeias polipeptidicas em estruturas bem ordenadas,
regulares e formadas majoritariamente de folhas-B estd relacionada a uma grande
variedade de doencas (SELKOE E COLS., 2003; WESTERMARK E COLS., 2005;
CHITI E DOBSON, 2006) chamadas atualmente e genericamente de ‘“doengas de
deposigdo de proteinas” ou doengas amiloidogénicas (CHITI E DOBSON, 2009). Essas
doengas incluem estados neurodegenerativos como a doenga de Alzheimer, a doenga de
Parkinson e a Encefalopatia Espongiforme Transmissivel. Também se incluem neste
grupo de doencas as amiloidoses sistémicas, como as Amiloidoses Priméria e
secundaria, a Polineuropatia Amiloidotica Familiar (PAF) e a Amiloidose Sistémica
Senil (ASS). Por fim, ainda ha as amiloidoses com depdsitos locais bem determinados
como a diabetes do tipo Il e a Amiloidose da Aorta Média. Mais de 40 doengas de
deposicao de proteinas foram descritas até o presente, sendo cada uma delas causada
majoritariamente pela agregacdo de um peptideo ou proteinas especificos (CHITI E
DOBSON, 2006).

Nessas doengas, a quantidade de agregados pode ser tdo pequena e quase
indetectavel ou estar presentes em grandes quantidades comprometendo até mesmo
mecanicamente o funcionamento dos o6rgaos onde acontece a deposicdo (TAN E
PEPYS, 1994). Interessantemente, a estrutura nativa das mais de 20 proteinas e
peptideos causadores dessas doencas ¢ bastante diversificada. No entanto, de alguma

maneira ainda nao totalmente elucidada, os agregados por elas formados compartilham
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caracteristicas comuns (SUNDE E BLAKE, 1997), tais como: 1. apresentam
comportamento especifico de birrefringéncia quando ligados ao corante Vermelho do
Congo e visualizados sob luz unidirecional polarizada (PAN E COLS., 1993; SIPE, 1994;
BLAKE E COLS., 1996; GOLDSTEIN E COLS., 1997; KLUNK E COLS., 1999;
RAMIREZ-ALVARADO, 2000); 2. possuem a capacidade de se ligar a sonda Tioflavia T e
aumentarem a intensidade de sua fluorescéncia quando a amostra ¢ excitada em
comprimentos de onda especificos (PAN E COLS., 1993; SIPE, 1994); 3. apresentam fitas-
B cruzadas com as fitas individuais orientadas perpendicularmente ao eixo da fibra que

apresenta didmetro entre 40-120 A (SUNDE E COLS., 1997).

Os mecanismos envolvidos na agregacdo das proteinas amiloidogénicas vém
sendo esclarecidos com extensivos estudos do processo de conversdo das proteinas em
sua forma soluvel até o estado dos agregados amiloides in vitro (FINK, 2004). Em geral
a agregac¢do utiliza como matéria prima intermediarios de enovelamento. Desta forma,
geralmente o estado nativo da proteina estudada precisa ser perturbado pela acdo de
agentes quimicos ou fisicos desnaturantes para que se populem os estados
intermediarios responsaveis pela agregacdo e o processo possa ser observado em uma
escala de tempo compativel com a experimental (COLON E KELLY, 1992; CHITI E
COLS., 1999; MCPARLAND E COLS., 2000; FERRAO-GONZALES E COLS.,
2000).0s fatores que contribuem para a desestabiliza¢do da estrutura nativa in vivo vém
sendo elucidados para ao menos algumas proteinas relacionadas a doencas de agregacao

(FINK, 2004; CHITI E DOBSON, 2009).

Interessantemente, um estudo recente de Dobson e colaboradores observa que
para algumas proteinas como a Transtirretina (TTR), Lisozima, B2 microglobulina
humana e super-oxido-desmutase humana (SOD), todas formadores de agregados

amildides, seus intermedidrios da via de agregacdo podem ser estados semi-nativos. Ou
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seja, estados sutilmente desnaturados e separados por uma pequena barreira energética
do estado nativo e funcional. Esta observacdo poderia explicar porque essas proteinas
agregam em condigdes fisiologicas (PLAKOUTSI, 2005; CHITI E DOBSON, 2009),
enquanto outras, que nao sdo envolvidas em doengas, precisam ser submetidas a
tratamentos drasticos para a formacao de fibras (MONSELLIER E CHITI, 2007).
Porém, a capacidade de proteinas ndo associadas a doengas formarem fibras amildides

serd um assunto abordado mais adiante.

Muitos métodos para o monitoramento da formagdo de fibras vém sendo usados
exaustivamente, tais como microscopias eletronica e de forga atdmica, técnicas
espectroscopicas e uso de corantes e sondas especificas (LOMANKI E COLS., 1997;
MODLER E COLS., 2003; SCHEIBEL E COLS., 2004; COLLINS E COLS., 2004).
Classicamente, a formacao dos agregados ocorre de forma dependente de nucleagdo, ou
seja, a proteina nativa ¢ convertida em fibras amildides apds uma fase de formagao de
nucleos também conhecidos como sementes (CAUGHEY E LANSBURY, 2003;
BITAN E COLS., 2003). Esta fase lag pode ser diminuida com a adi¢ao de nucleos pré-
formados (HARPER E LANSBURY, 1997, FERRONE, METHODS IN
ENZYMOLOGY, VOL. 309, 256-274). Entretanto, algumas proteinas, como a
Transtirretina, t€m sua agregacao independente da existéncia da fase lag (HURSHMAN

E COLS., 2004).

Nos casos em que a fibrilogénese ¢ dependente de nucleacdo, quando terminada
esta etapa, ocorre a adicdo de mondmeros ou da espécie competente, aos nucleos,
ocasionando seu crescimento em oligdmeros pequenos. Estes crescem em tamanho
gerando a protofibra que se entrelacam dando origem as fibras maduras. Enquanto a
formac¢ao dos nucleos ¢ uma etapa energeticamente desfavoravel, a elongagdo posterior

¢ altamente favoravel e precede rapidamente a formagao da fibra (MODLER E COLS.,
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2003; MODLER E COLS., 2004). Em outros casos, a formacdo da fibra pode ser
independente de nucleag¢@o e por isso sem a existéncia de fase lag. Este ¢ o caso da
TTR, uma proteina tetramérica que para agregar precisa, primeiro, dissociar-se em
mondmeros parcialmente desenovelados que servem diretamente como matéria prima
para a formacdo da fibra amildéide (LAI E COLS., 1996, HURSHMAN E COLS.,

2004).

Um esquema representativo para melhor ilustracdo dos mecanismos envolvidos
na agregacgdo de proteinas se encontra na Figura 2. Podemos observar a presenca de fase
lag no grafico do painel inferior e a inexisténcia da mesma no grafico do painel

superior.

10



Introdugao

N D =
A - Q % B g
0 % 3 o
’ %ﬂw’} :
e h o
] s
/ H [13 H L] € 2
/ fibras “rod-like fibras “worm-like” i
o € Tempo
€
[
mondémero - w
R c E o
\\ e ‘g
— o b4
[‘] e 1, $
n 1552 S
nicleo fibras “long-straight” ™
Tempo

Figura 2. — Esquema da cinética de agregacdo dependente ou niao de nucleacgio.

ADAPTADO DE JAHN E RADFORD, 2008.
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Ultimamente, estudos tém demonstrado que os oligdmeros de baixo peso
molecular na via de agregacdo de diversas proteinas amiloidogénicas seriam os
principais responsaveis pela sua citotoxicidade (REIXACH E COLS., 2003;
ANDERSSON E COLS., 2003). Desta maneira, o produto final da via de agrega¢ao, ou
seja, a fibra amildide seria uma forma inerte formada pelo organismo para se proteger

da toxicidade daqueles intermediarios (TAYLOR E COLS., 2003).

Uma nova classe de amildides, chamados “funcionais”, vem sendo estudada ha
relativamente pouco tempo e muitos exemplos podem ser encontrados de bactérias a
humanos, onde esse tipo de estrutura desenvolve papel fundamental em fungdes
bioldgicas (FOWLER E COLS., 2003). Como exemplo, podemos citar a formacao de
pigmentos de melanina em melanossomas em humanos (BERSON E COLS., 2003;
FOWLERS E COLS., 2006); a transferéncia de informacdo hereditdria em fungos
(CHIEN E COLS., 2006); a herenca genética ndo-mendeliana em Saccharomices
cerevisiae (GIAEVER E COLS., 2002; TRUE E COLS., 2004); a modulacdo de
atividade bactericida de peptideos secretados por Klebsiella pneumoniae pela sua
propria agregacao (BIELER E COLS., 2005) e o primeiro caso descrito que foi o da
proteina do Curli, secretada por Escherichia coli (CHAPMAN E COLS., 2002) estando
envolvida na sobrevivéncia das colonias de bactérias em superficies indspitas, assim
como na adesdo e invasdo do organismo hospedeiro (BIAN E COLS., 2000; GOPHNA

E COLS., 2001; KIKUCHI E COLS., 2005; WANG E COLS., 2006).

Devido a esse crescente nimero de exemplos, vem sendo sugerido nos ultimos
anos que a possibilidade de fibrilagdo amildide ¢ uma caracteristica intrinseca de todas
as cadeias polipeptidicas (DOBSON E COLS., 2003; CHITI E DOBSON, 2006;

FOWLER E COLS., 2007).
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1.3 - A TRANSTIRRETINA E SUAS AMILOIDOSES

A Transtirretina (TTR) foi primeiramente identificada no fluido cérebro espinhal
(liquor) em 1942 (KABAT E COLS., 1942). Quase uma década depois, foi encontrada
também no plasma sangiiineo. Esta proteina foi primeiramente conhecida como
Prealbumina. Isto porque, em uma corrida de eletroforese em gel, sua banda aparece
logo acima da banda da Albumina (SCHONEMBERGER E COLS., 1956). Quando
estudos demonstraram que algumas de suas fungdes eram o transporte do hormoénio
tiroxina (T4) e a associagdo com a Proteina Carreadora de Retinol (RBP) (ROBBINS E
RALL, 1957, OPPENHEIMER, 1968; SCHEREIBER E RICHARDSON, 1997), seu
nome Transtirretina comecou a ser aceito pela comunidade cientifica.

Como mencionado, uma de suas fungdes ¢ o transporte de tiroxina (T4) no
sangue, porém, ¢ um transportador apenas secundario, visto que menos de 25 % da
proteina plasmatica ¢ encontrada ligada ao hormdnio. No liquor esta situagao ¢ bastante
diferente, pois quase toda a proteina 14 encontrada esta associada ao hormonio
(BARTALENA, 1993). O complexo TTR:holo-RBP tem por finalidade impedir que na
filtracdo glomerular a RBP seja eliminada devido ao seu pequeno tamanho (MONACO,
1995; MONACO, 2000).

Estudos recentes tém demonstrado também que a TTR pode desenvolver um
papel protetor contra a doenga de Alzheimer. Os mecanismos ainda ndo sdo
completamente compreendidos, mas a citotoxicidade e a fibrilagdo do peptideo A-Beta
sdo diminuidos pela presenca da TTR in vitro. (GIUNTA E COLS., 2005; COSTA E

COLS., 2008a; COSTA E COLS., 2008b). Estudos in vivo demonstram que existe
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grande co-localizagdo de TTR — A-Beta nas plascas senis de pacientes com Alzheimer
(SHIRAHAMA E COL., 1982; STEIN E COLS., 2004).

A concentracao plasmatica da TTR ¢ de 0,25 g/L e de 0,17 g/l no fluido
cérebro-espinhal (LAI E COLS., 1996; ROBBINS, 2000; RICHARDSON 2002) ¢ sua
produgdo acontece no figado, na retina e no plexo cordéide (COHEN E JONES, 1991).
Uma vez que esta proteina ndo atravessa a barreira hemato-encefélica, o figado produz a
TTR circulante no sangue enquanto o plexo cordide produz a encontrada no liquor
(DICKSON E SCHEREIBER, 1983; SCHEREIBER, 1990).

A TTR tem uma meia-vida plasmatica de aproximadamente dois dias e nao
parece ser uma proteina essencial para a vida, j4 que estudos com ratos transgénicos
nocaute demonstram um perfeito desenvolvimento fetal e vida adulta desses animais
sem alteracdes (VAHLQUIST, 1973; EPISKOPOU E COLS., 1993). Esse
desenvolvimento sem alteragdes pde em duvida o papel fundamental da TTR sobre o
transporte de tiroxina no SNC, apesar de mecanismos compensatorios de metabolismo
de T4 talvez operem na auséncia da TTR. Uma situag¢do andloga acontece em humanos
quando mutagdes da TTR reduzem sua afinidade pelo T4. Por exemplo, homozigotos
para V30M-TTR sdo normais quanto a distribuicdo de T4, apesar de virtualmente esse
mutante ndo ser encontrado ligado ao hormoénio no sangue (ALMEIDA E COLS,,
1997).

O rim, figado, musculo e a pele parecem ser os principais sitios de degradagao
da TTR (MAKOVER E COLS., 1988), mas sua captacao pelas células ¢ muito pouco
elucidada. Estudos indicam que essa captacdo ¢ mediada por receptores especificos.
Vieira e colaboradores investigaram a entrada de TTR plasmatica em oocitos de galinha

e identificaram um receptor especifico de 115 kDa responsavel por regular a entrada de
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T4 e retinol transportados pela TTR em células em desenvolvimento (VIEIRA E
COLS., 1995).

Esses estudos citados sugerem que a internalizagdo celular da TTR é mediada
por algum receptor especifico na maioria dos tecidos, porém, informagdes sobre a
natureza quimica desse receptor e destas interagdes ainda sdo bastante ausentes.
Aproximadamente 1 a 2% da TTR circulante no plasma se encontra ligada as
Lipoproteinas de Alta Densidade (LADs ou HDL) (SOUSA E COLS., 2000).
Experimentos utilizando diferentes sistemas e linhagens de células sugerem que existe
uma rota comum de captagdo entre a TTR e algumas lipoproteinas (Figura 3). Desta
forma, a Megalina, que ¢ um membro das Lipoproteinas de baixo peso molecular (LDL)
seria o principal responsavel pela captagdoe e reaproveitamento da TTR no rim. Ratos
com dele¢do para o gene de Megalina apresentam niveis de TTR abaixo do normal

assim como pacientes com disfun¢do renal (SOUSA E COLS., 2000).
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Figura 3. Sintese, circulacdo e captacio da Transtirretina. (a) A TTR (circulos vermelhos) ¢
produzida pelo plexo cordide ou figado. O mecanismo de entrada ou saida da TTR do cérebro néo ¢
conhecido. (b) A TTR circula ligada a proteinas ligadora de retinol (circulo verde) e uma pequena
fracdo ligada as Lipoproteinas de alta densidade (LAD) (barra amarela). (¢) Degradagdo no figado e
rim. No rim, a TTR ¢ captada pela Megalina e no figado a captacdo ¢ mediada pelas LADs.
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A estrutura da TTR ja foi bastante caracterizada por cristalografia de raios-X
(BLAKE E COLS., 1978; HAMILTON E COLS., 1993; TERRY E COLS., 1993;
FOSS E COLS., 2005). Interessantemente, estudos comparativos entre as estruturas
existentes de diversos mutantes pontuais da TTR e a proteina selvagem mostram nao
haver grandes diferencas na estrutura tridimensional entre eles (HORNEBERG E
COLS., 2000). Dessa forma, a estrutura ndo pode explicar a diferenca de
amiloidogenicidade entre as variantes.

A estrutura da TTR nativa é composta por quatro subunidades idénticas de 127
residuos de aminoacidos ¢ com peso molecular de aproximadamente 14 kDa cada
(KANDA E COLS., 1974). Sua estrutura ¢ rica em folhas [, sendo que cada mondmero
¢ formado por oito fitas nomeadas pelas letras de A-H e uma pequena hélice encontrada
entres as fitas E e F (PETERSON, 1971; BLAKE E COLS., 1978). Dois mondmeros
sao unidos para formar um dimero por meio de pontes de hidrogénio existentes entre as
fitas antiparalelas e adjacentes H-H’ e F-F’. Desta forma, cada dimero ¢ composto por
duas folhas de fitas (3 antiparalelas (BLAKE E COLS., 1978; GHOSH E COLS., 2000;
DAMAS E COLS., 2000). A Figura 4 mostra o dimero estabilizado pelas pontes de

hidrogénio, como mencionado.
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Figura 4. — Esquema do dimero da TTR com as fitas  nomeadas de A a H. Os pontilhados
em vermelho simbolizam as pontes de hidrogénio que mantém os dois mondmeros (A e B)

unidos.Adaptado de FOSS E COLS., 2005.
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Pode-se dizer também que a estrutura tetramérica da TTR ¢ composta por um
“dimero de dimeros”. Isto porque a unidade assimétrica cristalografica demonstra um
dimero A-B interagindo com o dimero C-D através de interagdes hidrofobicas que

formam, centralmente, os dois canais de ligagdo ao T4 (Figura 5).

Figura 5. — A TTR tetramérica. Os quatro monOomeros representados por diferentes cores e pelas
letras A, B, C e D. Em A, a linha tracejada simboliza o eixo de simetria sobre o qual uma rotagdo de
180° sobreporia exatamente o dimero A-B ao C-D. Em B, uma rotagao de 90° da imagem de A mostra

o loop A-B ¢ o canal central onde se ligam as moléculas de T4 (apontado com setas em vermelho).
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A TTR possui dois residuos de triptofano (posi¢des 41 e 79) e cinco residuos
de tirosina por mondmero (BLAKE E COLS., 1978; LASHEL E COLS., 1998), o que
permite o estudo desta proteina através do monitoramento de fluorescéncia intrinseca.

Os sitios hidrofobicos de ligagao do horménio T4 também sdo conhecidos como
“Hormone binding pocket” (HBP) e sdo formados pela associa¢do dos dimeros A-B e
C-D (BLAKE E COLS., 1974; DE LA PAZ E COLS., 1992). Os dois sitios apresentam
cooperatividade negativa para a ligacdo do hormonio devido a uma repulsao alostérica
que acontece no momento da ligagdo da primeira molécula (IRACE E ELDELHOCH,
1978). A ligacdo do hormodnio ndo causa nenhum tipo de mudanga conformacional na
estrutura da proteina (WISEMAN E COLS., 2004). Tanto a estrutura tridimensional
como a seqiiéncia de aminoacido ¢ completamente conservada nesta regido entre todas
as espécies de vertebrados estudados até hoje (RICHARDSON E COLS., 1994).

Como ja mencionado, a TTR estd envolvida principalmente em quatro
amiloidoses, a saber: A Amiloidoses Sist€émica Senil (ASS), a Amiloidose Seletiva do
Sistema Nervosos Central (ASSNC), a Cardiomiopatia Amiloidética Familiar (CAF) e a
Polineuroparia Amiloidodtica Familiar (PAF).

A ASS ¢ causada pela forma selvagem da proteina e ¢ caracterizada
principalmente por cardiomiopatia. Aproximadamente 20 % da populacdo acima dos 65
anos apresenta depodsitos de TTR no coragdo (WESTERMARK E COLS., 1990;
BUXBAUM E COLS., 2000; WESTERMARK E COLS., 2003; JOHNSON E COLS.,
2005)

Aproximadamente 3 a 4 % de negros africanos, que possuem pelo menos um
alelo da variante V122I-TTR, s3o acometidos de Cardiomiopatia Familiar, cujos
sintomas podem surgir em qualquer época da vida (JACOBSON E COLS., 1997;

JIANG E COLS., 2001).
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A amiloidose seletiva do sistema nervoso central ¢ rara e parece ser causada
pelos mutantes A25T e DI8G-TTR (GAMBETTI E COLS., 1998; SEKIJIIMA E
COLS., 2003; HAMMARSROM E COLS., 2003).

A PAF ¢ causada pelos quase 100 tipos de mutacdes da TTR ja descritas até hoje
(BUXMAUM E COLS., 2000; PLANTE-BOURDENEUVE, 2000; JIANG E COLS.,
2001). Primeiramente, esta doenga foi identificada em 1952 familias portuguesas
carreadoras do mutante V30M-TTR. (ANDERSON, 1976; BENSON, 1996).
Posteriormente, dois outros grandes focos desta doenga foram encontrados no Japao e
na Suécia. Durante algum tempo pensava-se que esta doenga era altamente endémica
associada a esses locais. Com o progresso da bioquimica e da biologia molecular, hoje
se sabe que ela ¢ disseminada pelo mundo inteiro (ARAKI E COLS., 1968; ANDO,
1993; CONNORS E COLS., 2003). A Figura 6 mostra a distribuicao epidemioldgica da

PAF pelo mundo.

Ao
el

Paortugal

Figura 6. — Distribuicdo geografica da PAF.
Adaptado de ANDO E COLS., 2005.
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Em 1952, Andrade e colaboradores identificaram a primeira forma de
amiloidose hereditaria, a PAF, em familias do Nordeste de Portugal, em uma regido
proxima a cidade do Porto. Os sintomas clinicos comegavam entre a terceira e quarta
década de vida e envolviam principalmente aumento da temperatura e sensacao de dor
nos pés, perda de funcdo autbnoma que culminava em parestesias, grande
emagrecimento e morte (ANDRADE, 1952).

O “defeito” genético que essas familias apresentavam era serem heterozigotos
para uma mutac¢ao pontual no gene da TTR que levava a expressdo do mutante V30M-
TTR (SARAIVA, 1984). Em Portugal, onde a PAF ¢ mais comum, a incidéncia desta
mutagdo chega a ser de um em cada 652 individuos (ALVES, 1997). O gene da TTR
estd localizado no cromossomo 18 e ¢ composto de quatro éxons, cada um com 200
pares de bases. Essa mutacdo ¢ a mais incidente em todo o mundo (WALLACE E
COLS., 1985; SASAKI E COLS., 1985).

Os sintomas destas amiloidoses sdo principalmente a neuropatia periférica,
cardiomiopatia, sindrome do tinel do carpo e opacidade vitrea (SARAIVA, 2001a). A
neuropatia periférica ¢ o principal sintoma da PAF, ja a cardiomiopatia ocorre nos
pacientes de ASS, embora em estagio avangado outros 6rgdos sejam afetados, gerando
outras manifestagdes clinicas em ambas as patologias (BENSON, 1989; SARAIVA,
2001b).

Na Cardiomiopatia Familiar Amiloidética (CFA), uma amiloidose hereditaria
causada pelo mutante V122I-TTR, a cardiomiopatia ¢ o Unico sintoma (SARAIVA,
2001b). As amiloidoses relacionadas a TTR, ainda sem tratamento, sdo fatais
(JOHNSON E COLS., 2008).

A Figura 7 exemplifica os principais sintomas clinicos observados em pacientes

possuidores de mutagdes no alelo da TTR.
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Figura 7 — Principais sintomas observados em pacientes portadores de mutacdes da
TTR relacionadas a PAF. Adaptado de ANDO E COLS., 2005.
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Diferencas substanciais na severidade dos sintomas dos pacientes das familias
portuguesas com a mutacdo V30M s3o raramente observadas. Somente em alguns
poucos casos, um curso clinico mais benigno foi relatado (COELHO E COLS., 1993;
COELHO E COLS., 1996). Analise do DNA dos individuos que mostravam essa
reducdo dos sintomas indicaram a presencga, no alelo diferente, de uma segunda mutacao
no gene da TTR no éxon 4, resultando na variante T119M.

T119M-TTR ¢ uma mutagdo aparentemente nao amiloidogénica encontrada em
alta freqiiéncia na populacdo portuguesa na mesma regido onde prevalecem muitos
casos de FAP. Sua presenca em heterozigotos alivia a mutagdo patogénica V3OM
aliviando os sintomas. Ainda ¢ necessario avaliar futuras progressoes clinicas desses
pacientes em mais detalhes. Em relacdo a este quadro, estudos foram realizados
comparando as propriedades de agregagao ex vivo do mutante T119M com o V30M e
wt-TTR e resultaram: 1. V30M-TTR tem maior tendéncia a dissocia¢dao dos tetrameros
do que a wt-TTR; 2. Em contraste, T119M tem maior resisténcia a dissociagdo do que a
wt; 3. TTR com dupla mutacdo V3OM e T119M tém comportamento amiloidogénico
igual ao da wt-TTR (LONGO E COLS., 1997). Posteriormente, estudos in vitro com
proteinas recombinantes e incluindo outras variantes confirmaram esses resultados
(HAMMARSTROM E COLS., 2001; HAMMARSTROM E COLS., 2003; PALHANO
E COLS., 2009).

Outros moduladores responsaveis por diferentes graus e sintomatologia ainda
precisam ser mais bem estudados. Estudos com ratos transgénicos carreadores da
mutacdo V30M-TTR humana e deletados para “TTR-murina” demonstraram que a
deposicdo amildide ndo se correlacionava com a concentragdo de proteinas mutantes

circulantes (KOHNO E COLS., 1997). Essa penetrancia incompleta da doenga sugere a
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existéncia de outros fatores envolvidos na cascata amildide e provavelmente
relacionados a resposta inflamatoria (SARAIVA E COLS., 2002).

O mecanismo completo de agregacdo da TTR ainda ndo é conhecido. A hipotese
mais aceita ¢ a da desnaturagdo acida que ocorreria nos lisossomos (GLENER E COLS.,
1971; COHEN E COLS., 1983; LAI E COLS., 1996). Um cenario possivel para
explicar essa hipotese seria o seguinte: A proteina selecionada para degradacdo ¢
enviada para os lisossomos onde o ambiente acido causaria dissociagdo e desnaturagdo
parcial das subunidades, criando um intermedidrio amiloidogénico capaz de se associar
em agregados amorfos e posteriormente em fibras amildides (LAI E COLS., 1996).

Uma série de estudos ja evidenciou que a etapa determinante e essencial que
deflagra o processo ¢ a dissociacdo do tetramero. ApoOs isso, os mondmeros devem
sofrer desnaturacdo parcial a fim de se tornarem aptos a agregacao através de processo
ndo dependente de formagdo de nucleos e favordvel energeticamente (Figura 8)
(COLON E COLS., 1992; LAI E COLS., 1996; LASUEL E COLS., 1998; LIU E
COLS., 2000; JIANG E COLS., 2001; HAMMARSTROM., 2001; HAMMARSTROM

E COLS., 2003; HURSHMAN E COLS., 2004).
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Figura 8. Representacio esquemaitica das principais etapas da via de agregacio da

TTR. Adaptado de JOHNSON E COLS., 2005.
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As mudancas conformacionais que levam a TTR a agregar ainda ndo sdo
também totalmente conhecidas, mas seu potencial amiloidogénico talvez esteja
relacionado ao seu grande conteudo de estrutura em folha B (BLAKE E COLS., 1974;
SARAIVA E COLS., 2002). O efeito amiloidogénico introduzido por diversas mutagdes
pontuais tem sido alvo de muitos estudos estruturais, principalmente de cristalografia de
raios-X, e as estruturas resolvidas até¢ hoje indicam desestabilizacdo da estrutura
quaternaria da proteina. Estudos estruturais de difracdo de raios-X realizados com o
mutante mais agressivo L55P, em um estado oligomérico “tipo-amildide”
demonstraram que as unidades formadoras dessas estruturas eram monomeros da TTR
(SEBASTIAO E COLS., 1998).

O rompimento da fita D afeta as pontes de hidrogénio existentes com a fita A,
expondo novas superficies envolvidas na agregagdo; em particular os contatos da alfa-
hélice e do Loop AB sdo afetados, sugerindo que essas regides sao importantes para a
estabilidade da molécula. De fato, dele¢cdes ou multiplas substituicdes na sequéncia de
aminoacidos da fita D levam aos mutantes mais amiloidogénicos (GOLDSTEINS E
COLS., 1997).

Estes estudos estruturais com o mutante L55P destacaram uma importante
interacdo de ponte de hidrogénio entre a Tirosina 78 ¢ o Loop AB responsavel pela
estabilizacao da estrutura. Com base nesta observa¢ao, foi construido um mutante, o
Y78F, que agregava rapidamente em pH fisiologicos, confirmando a importancia
daquela interagcdo (REDONDO E COLS., 2000). Mais tarde foi demonstrado que este
mutante existe também in Vivo e é responsavel pela progressao de cardiomiopatia severa
em pacientes de varias familias italianas (ANESI E COLS., 2001).

Todos estes estudos estruturais tém associado o potencial amiloidogénico da

variante em questao com as interacdes fracas existentes entre as subunidades. E assim,
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estudos de estabilidade t€ém demonstrado a relagdo entre potencial amiloidogénico ¢ a
estabilidade do tetramero da TTR (QUINTAS E COLS., 2001). No caso da ASS,
causada pela wt-TTR sendo depositada principalmente no coracdo, a hipdtese que tem
sido levantada ¢ a da formacao amil6ide relacionada a eventos proteoliticos proprios ao
envelhecimento celular, j4 que as fibras isoladas sdo quase que exclusivamente
formadas da TTR n3o mutada (WESTERMARK E COLS., 1990). Duas importantes
questdes permanecem em aberto quanto a agregagdo da TTR: O preciso mecanismo que
deflagra a agregacdo e o local in vivo do seu inicio.

Microscopia eletronica de cortes histologicos de pacientes em etapas iniciais da
FAP revelou a presenga de “pacotes de fibras amildides aparecendo continuamente com
colageno e células de Schwann ou fusionados com a base da membrana celular das
células de Schwann, mas nunca penetrados nas células” (COIMBRA E ANDRADE,
1971). Com o intuito de confirmar o local preferencial de deposi¢cdo dos agregados, um
anticorpo monoclonal foi criado, o mab 39-44, com a capacidade de reagir com espécies
oligoméricas de alto peso molecular da TTR, mas ndo com a proteina em sua forma
nativa (GOLDSTEINS E COLS., 1999). Esse anticorpo s6 reconheceu epitopos
presentes em amostras de ex Vivo que eram de plasma sanguineo ou do meio intercelular
de diversos tecidos em experimentos realizados com ratos (PALHA E COLS., 2001).

Até hoje, o transplante de figado ¢ o inico método ja realizado capaz de parar a
progressdo da doenca em pacientes com FAP. O primeiro transplante foi realizado na
Suica, em 1990 e agora ¢ um procedimento feito no mundo inteiro (LEWIS E COLS.,
1994). Uma vez que a TTR ¢ produzida majoritariamente no figado, esta estratégia
elimina a sintese de um mutante amiloidogénico da TTR por este 6rgdo, e neste caso o
paciente recebe o figado produtor de proteina wt ou variante ndo amiloidogénica

(ANDO E COLS., 2005).
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Apesar de uma pequena melhora na neuropatia periférica ter sido observada nos
primeiros pacientes transplantados, Holmgren e colaboradores, em 1993, relataram que
a deposicao amildide regrediu de forma mais acentuada aproximadamente dois anos
apés o procedimento cirargico (HOLMGREN E COLS., 1993). Stangou e
colaboradores relataram em 1999, baseados nos transplantes realizados na Inglaterra,
que os pacientes tiveram grande reducdo dos sintomas gastrointestinais, melhora do
estado nutricional e bem estar geral apds o transplante. Apesar disso, os sintomas
relacionados a neuropatia periférica regrediam muito lentamente (STANGOU E COLS.,
1999).

Outros empecilhos impedem que a pratica do transplante seja amplamente usada
e bem sucedida, no entanto. Dentre eles podemos destacar: 1. o gasto financeiro para o
tratamento clinico antes e apds a cirurgia ¢ bastante elevado; 2. muitos pacientes
precisam fazer uso continuado de imunossupressores apds a cirurgia, o que ocasiona
efeitos colaterais indesejaveis; 3. os sintomas ja existentes antes da cirurgia
permanecem mesmo apds o transplante; 4. a pequena quantidade de doadores ndo
permite que todos os pacientes sejam atendidos por esta pratica e, 5; mesmo apos a
cirurgia muitos pacientes continuam a apresentar desordens oculares pela proteina
produzida na retina (ANDO E COLS., 2005; DAMAS E SARAIVA, 2000; SARAIVA
2001).

Em vista dos problemas relacionados com o transplante de figado, se faz
necessario o desenvolvimento de novas estratégias menos invasivas contra as
amiloidoses relacionadas a TTR. Existem algumas perspectivas possiveis que serdo
relacionadas a seguir.

Como ja mencionado, em 1993 foi relatado o caso de uma familia portuguesa

heterozigota para o gene da TTR que expressava a variante altamente amiloidogénica
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V30M-TTR, apesar disto, um membro desta familia nunca desenvolveu a doenga
(COELO E COLS., 1993; COELHO E COLS., 1996). Na maioria dos casos, 0s
heterozigotos expressam V30M/wt-TTR. Neste caso, o individuo expressava V30M e
T119M-TTR no segundo alelo. Foi demonstrado, entdo, que a inclusio de uma
subunidade da variante ndo amiloidogénica T119M no tetrdmero da V30M era
suficiente para aumentar a estabilidade da V30M in vitro, prevenindo sua dissociagao,
passo este fundamental para a amiloidogénese (HAMMARSTROM E COLS., 2001;
HAMMARSTROM E COLS., 2003). Recentemente, foi demonstrado também que a
troca entre as subunidades pode ocorrer em ambiente mais proximo ao fisioldgico, no
caso o plasma humano (PALHANO E COLS., 2009). Este estudo reafirmou a
possibilidade da estratégia da transupressdo ser usada futuramente como terapia anti-
amiloidogénica.

Atualmente, ¢ quase consenso que algum tipo de desestabilizagdo ocorra para
promover a dissociacdo do tetrAmero da TTR, com a formagdo do intermediario
amiloidogénico monomérico. Desta forma, o desenvolvimento de alguma estratégia
para intervir na dissociagcdo da proteina, aumentando sua estabilidade, ¢ uma estratégia
bastante promissora.

Com vista nesta possibilidade, uma terapia proposta ¢ o aumento do consumo de
antioxidantes de maneira a prevenir o estresse oxidativo e manter os aminoacidos da
TTR no estado reduzido, que, de acordo com resultados obtidos por Altland e Winter
(1996), correspondem a espécies com maior estabilidade termodinamica (ATLAND E
WINTER, 1996). Em outro estudo, Atland e colaboradores (1999) observaram que a
oxidacdo da cisteina 10, Unico residuo de cisteina da TTR, por sulajusteo promoveu a
estabilizacdo da unidade tetramérica. Estes estudos foram realizados in vitro e in vivo.

Em adigdo ao efeito do aumento da estabilidade do tetrAmero, também foi observada
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uma maior razdo tetrameros/mondmeros nas amostras ex vVivo analisadas (ATLAND E
COLS., 1999). Com base nesses estudos, o sulajusteo foi descrito como possivel agente
capaz de retardar o aparecimento e a progressao dos sintomas das amiloidoses
relacionadas a TTR.

Os resultados acima mencionados foram rapidamente questionados quando
analises de formagdo de fibras in vitro, usando preparagdes de TTR tratadas com
diferentes tipos de sulajusteos, sulfetos e sulfidrilas demonstraram nao haver uma
relacdo plausivel entre os efeitos observados (KISHIKAWA E COLS., 1999).

O aumento da estabilidade do tetrdmero nativo com conseqiiente inibicdo da
fibrilogénese parece ser a estratégia mais coerente, uma vez que bloqueia o processo
desde o seu inicio. Além disso, esta estratégia seria efetiva em evitar a citotoxicidade,
principalmente se observarmos que as espécies envolvidas neste processo sdo aquelas
formadas bem no comeg¢o da fibrilogénese, mondmeros desnaturados ou pequenos
oligdmeros, como sugerido por estudos recentes (SOUSA E COLS., 2001; REIXACH E
COLS., 2004).

Muitas moléculas que apresentam similaridade estrutural com o ligante natural
da TTR, o hormdnio T4, e que apresentam tipicamente um ou mais anéis aromaticos,
sabidamente se ligam aos canais centrais da TTR. A ocupacdo dos dois sitios pode
apresentar cooperatividade negativa, auséncia de cooperatividade ou cooperatividade
positiva dependendo do ligante observado (GREEN COLS., 2003; JOHNSON E
COLS., 2005; JOHNSON E COLS., 2008). Apesar de muitos ligantes ja terem sido
descritos como estabilizadores da estrutura da TTR (MIROY E COS., 1996; KELLY E
COLS., 1997; PETERSON E COLS., 1998; BAURES E COLS., 1998; OSA E COLS.,
1999; PETRASSI E COLS., 2000; KLABUNDE E COLS., 2000; WHITE E KELLY,

2001; PURKEY E COLS., 2001; OSA E COLS., 2002), ¢ necessario ainda que essas
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moléculas apresentem alta afinidade e especificidade pela TTR e, principalmente, nao
exercam atividade agonista ou antagonistas do hormonio tireoidiano (JOHNSON E
COLS., 2005).

Experimentos biofisicos utilizando diversas técnicas ja demonstraram que a
ocupacao de pelo menos um dos sitios da TTR ¢é capaz de aumentar a barreira
energética da dissociacdo, passo determinante que deflagra a agregacao (Figura 9). Em
tais experimentos a dissociagdo ¢ demonstrada avaliando-se a taxa de dissociagdo dos
tetrdmeros em funcdo da concentragdo dos ligantes em diferentes condigdes
(HAMMARSTROM E COLS., 2003; ADAMSKI-WERNER E COLS., 2004; RAVASI

E COLS., 2003).
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Figura 9. Diagrama da barreira energética da dissociaciao do tetrimero e agregacio na
presenca ou auséncia de ligante estabilizador. O tetramero na presenca de ligante
estabilizador (linha vermelha) possui 0 AG de dissociacdo maior do que em sua auséncia
(linha preta). O aumento da estabilidade diminui a concentragdo de mondémeros nativos
(quadrado) que poderiam sofrer desnaturacdo parcial (circulo) com consequente agregagio

amiloide. Adaptado de JOHNSON E COLS., 2005.
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Uma vez que a dissociacdo ¢ determinante para o inicio da agregacdo (LAI E
COLS., 1996), muitos estudos avaliaram também a taxa de inibi¢do da agrega¢do como
forma de descobrir novos compostos com possivel fim estabilizador. A taxa de
agregacdo geralmente diminui proporcionalmente ao aumento da concentracdo de
inibidores testados, sendo que os mais promissores foram considerados aqueles que
exibiram maxima eficacia quando a concentragdo foi o dobro da concentragdo de TTR.
Como os sitios de ligagdo sdo dois, surgiu a hipotese de que a ocupacao de dois sitios
seria um fator determinante para a atividade de inibidor (MILLER E COLS., 2004;
KLABUNDE E COLS., 2000; JOHNSON E COLS., 2005).

Apesar desta observacdo, Wiseman e colaboradores demonstraram em 2005 que
o tipo e a quantidade das intera¢des formadas entre a pequena molécula e a TTR ¢ mais
importante do que a ocupancia dos dois sitios para o efeito protetor do tetrdmero ser
observado (WISEMAN E COLS., 2005). As bases do efeito estabilizador foram sendo
desvendadas, principalmente com o uso da técnica da cristalografia de raios-X.
Algumas interagdes parecem ser indispensaveis para existéncia de tal efeito. Até o
momento parece que os aminoacidos formadores do sitio que mais interagem com os
ligantes promissores sdo a Lisina 15, Acido glutimico 54, Serina 117 e Treonina 119
(HAMILTON E COLS., 2001; OZA E COLS., 2002; BAURES E COLS., 1999;
RAZAVI E COLS., 2005; JOHNSON E COLS., 2005; JOHNSON E COLS., 2008).

Como ja dito, muitas moléculas pertencentes a diferentes classes quimicas ja
foram avaliadas até o presente. Algumas particularidades estruturais ja foram
determinadas como fundamentais para que a molécula pudesse ser uma candidata a
inibidor da agregacdo. A presenga de um ou dois anéis aromaticos ¢ a principal delas
(PURKEY E COLS., 2004; OZA E COLS; 2002; PETRASSI E COLS., 2005). Dentre

estes, a classe mais interessante e eficiente é a dos antiinflamatorios nio esteroidais
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(AINEs), a partir dos quais muitas outras moléculas foram sintetizadas (BAURES E
COLS., 1998). O primeiro AINEs testado para este fim foi o Acido Flufendmico. Neste
estudo, utilizando-se um protocolo de formagdo de fibras induzida por baixo pH, foi
demonstrado que o composto era capaz de diminuir drasticamente as taxas de agregagao
amiléide em mais de 90 %, sendo o efeito observado dependente de dose (PETERSON
E COLS., 1998).

O uso de um AINEs, porém, ndo pode ser feito para tratamento em longo prazo,
como seria no caso das amiloidoses. Esses compostos tém atividade inibitoria das
enzimas Ciclooxigenases, responsaveis pela formacdo de importantes mediadores
bioldgicos (WALLACE E COLS., 2001; CRYER E COLS., 2003). Visando contornar
tal efeito indesejavel, um estudo recente propds o desenho de novos inibidores
compostos por uma classe de funcdo quimica inorganica e fisiologicamente inerte,
chamada e Carboranos. A facilidade de sintetizar derivados quimicos dos Carboranos
faz deles excelentes constituintes de moléculas para o desenho racional de farmacos
(GRIMES E COLS., 1970; JULIUS E COLS., 2006).

Os compostos mencionados acima como possiveis inibidores da agregacao da
TTR, agiriam na etapa de estabilizagdo da estrutura nativa da TTR, como ja dito,
bloqueando o processo desde o seu inicio. Existe também, porém, a possibilidade de
intervir em uma etapa posterior a esta, a etapa da montagem das fibras. As fibras
amildides resultam da associacdo de espécies amiloidogénicas que, no caso da TTR, sdo
provavelmente o mondmero com a estrutura alterada (LAI E COLS., 1996). Desta
forma, bloquear por meio de compostos quimicos ou peptideos os sitios que promovem
a associa¢do entre tais mondmeros impediria o crescimento das fibras (DAMAS E

SARAIVA, 2000).
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Estudos de difragdo de raios-X realizados por Inouye e colaboradores (1998)
com fibras amil6ides extraidas da retina de pacientes com PAF revelaram que a unidade
formadora das fibras era o mondémero de TTR. Os autores ndao revelam, porém, os
detalhes de tais interagdes (INOUYE E COLS., 1998). O conhecimento dessas regides
de interface ¢ de fundamental importancia para o desenvolvimento de agentes capazes
de se ligar a tais sitios impedindo o crescimento da fibra. Além disso, ¢ necessario
avaliar cuidadosamente se as espécies intermediarias alvos seriam espécies nao toxicas
para as células.

Uma outra abordagem ¢ de moléculas para intervir na de agregagdo ¢ o uso de
compostos que possam desestabilizar as fibras apds a sua formagdo. Um composto
chamado 4’-deoxi-4’-iododoxorubicina (IDOX) se mostrou eficaz em dissolver as fibras
maduras de TTR (PALHA E COLS., 1999). IDOX interage fortemente com as fibras
transformando-as em material amorfo.

No caso da Amiloidose Primaria, Gianni e colaboradores (1995) relataram que
IDOX induziu a reabsor¢do das fibras pelo organismo (GIANINNI E COS., 1995),
apesar disso, em testes clinicos, nem todos os portadores desta doenga responderam ao
tratamento (MERLINI E COLS., 1999). A eficacia deste composto também foi avaliada
frente a doenca do Prion em ratos. Retardamento do surgimento dos sintomas assim
como aumento do periodo de sobrevivéncia foram observados (TAGLIVIANI E
COLS., 1997). Mais tarde, foi demonstrado que este composto ¢ cardiotoxico e para
tentar criar um analogo ndo toxico as interagdes entre IDOX e o mutante L55P foram
avaliadas (SEBASTIAO E COLS., 2000) As bases moleculares para o efeito do IDOX
ainda ndo foram estabelecidas totalmente.

Finalmente, quando mais for conhecido a respeito do mecanismo relacionado a

morte celular nos tecidos acometidos pelos agregados da TTR, inibidores ou moléculas
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que neutralizem os efeitos inflamatérios e os efeitos apoptoticos poderdo também ser
usados para mitigar os efeitos da agregacao (SARAIVA E COLS., 2002).
A Figura 10, a seguir, resume o que foi exposto sobre as possiveis terapias ainda

em fase de pesquisas.
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Figura 10. — Possiveis Terapias Moleculares para PAF. (a) inibi¢do da sintese da variante
amiloidogénica da TTR; (b) estabilizagdo da TTR em seu estado nativo; (c) inibi¢do da
associacdo do intermediario amiloidogénico; (d) desestabilizacdo e dissociacdo dos agregados

maduros. ADAPTADO DE SARAIVA E COLS., 2002.
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A escolha dos compostos utilizados neste estudo foi baseada, principalmente, em
dois aspectos: 1. a sua semelhanga estrutural com o ligante natural da TTR , a tiroxina,
observando o tamanho e a presenga de ao menos um anel aromatico e 2. 0 seu uso ja
conhecido como farmaco para outros fins terapéuticos. O primeiro aspecto foi usado
como critério por ja haver dados na literatura que apontam a necessidade da presenca de
pelo menos um anel para que ocorra a interagdo da TTR com ligantes, interagdo essa
geralmente acompanhada de inibi¢do da agregacdo (BAURES E COLS., 1998). O
segundo aspecto foi observado porque, caso evidencidssemos algum dos compostos
como inibidor da agregacdo da TTR, ndo seriam necessarios testes clinicos adicionais
para a introdu¢do do mesmo no mercado.

A Tabela 1 a seguir apresenta, entdo, os compostos aqui estudados. Colocamos

na primeira linha da Tabela a formula da tiroxina para melhor comparagao.
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NOME ESTRUTURA USO TERAPEUTICO

Tiroxina | =% >~ | -
Lumiracoxibe Antiinflamatério

C"‘O\(ﬁ 1—'/| "™ coon
S ~ N/'\ CH,
p—y
Indometacina \ Antiinflamatorio
g
C
Sulindaco Antiinflamatério
[
Propranolol Anti-hipertensivo
L
H
Clorpromazina o N(\/ : Antipsicético
O
0
Cetoconazol . 07) Antiflingico
O-O~SI0-
N N o] +—0 1
% \_/ I ;

Tabela 1 — Compostos quimicos usados neste estudo e seus usos terapéuticos.

40



Objetivos

2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVOS GERAIS

1.

Avaliar o efeito de compostos com uso terapéutico ja conhecido na agregacao da
proteina amiloidogénica transtirretina utilizando como modelos a wt e L55P-
TTR.

Estudar a estabilidade conferida pelos compostos promissores aos tetrameros da

wt e L5S5P-TTR.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Comparar a eficadcia dos compostos Lumiracoxibe, Indometacina, Sulindaco,
Clorpromazina, Propranolol e Cetoconazol em inibir a cinética de agregacao da
proteina amiloidogénica transtirretina em sua forma selvagem e mutante L55P-
TTR, utilizando a desnaturagdo acida e a Alta Pressdao Hidrostatica (APH) como
agentes indutores da agregacao;

Elucidar mecanismos de acdo dos compostos em diminuir as taxas de agregacao
da proteina in vitro;

Determinar o IC50 para inibi¢do da agregagdo de cada composto;

Comparar as afinidades dos compostos pelas variantes da TTR estudadas;
Avaliar a estabilidade conferida pelos compostos mais promissores quanto
inibidores frente a dissociagdo-desnaturacdo promovida pela APH a wt e L55P-

TTR;
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - REAGENTES

Todos os reagentes usados foram de grau analitico. ANS (8-anilinonaftaleno-1-
sulfonato) foi comprado da Molecular Probes (Eugene, OR). Agua destilada e
deionizada foram obtidas a partir de sistemas de purificagdo Milli-Q (Millipore Corp.,
Bedford, MA). Os experimentos de agregagao foram realizados nos tampdes: acetato de
sodio 100 mM, KCI 100 mM, pH 4,4; MES 100 mM, KCI 100 mM, pH 5,0 (APH); os
experimentos de estabilidade frente & APH em Tris-HCl 100 mM, KCI 100 mM, pH
7,5; os experimentos de deslocamento de ANS em Tris-HCl 100 mM, KCI 100 mM, pH
7,5 ;fosfato de sddio 5 mM NaCl 150 mM pH 7,4 foi usado para medir a ligacdo ao
Vermelho do Congo. Enfatizamos que os tampdes Tris ¢ MES foram os Unicos usados
nos experimentos que envolvem o uso de APH, uma vez que estes mantém a
estabilidade de seus pHs em altas pressdes hidrostatica. Os compostos usados como
inibidores (Cetoconazol, Propranolol, Clorpromazina, Lumiracoxibe, Sulindaco e
Indometacina) foram gentilmente cedidos pelo Professor Luis Mauricio Lima, da
Faculdade de Farmacia da UFRJ. Todos foram pesados e dissolvidos em DMSO para

que atingissem a concentragdo desejada.
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3.2 - EXPRESSAO E PURIFICACAO:
Todos os experimentos foram realizados com transtirretina recombinante, obtida
por expressao heterdloga em E. coli, como descrito em LAI E COLS., 1996 com pureza

> 95% verificada por gel filtragdo e espectrometria de massa.

3.3 - AGREGACAO DA TTR

Os experimentos de agregag¢do foram realizados como descrito em MIROY E
COLS., 1996, incubando-se a TTR na concentracdo de 3,5 uM no tampao acetato de
sodio. Nas amostras que continham os inibidores, estes eram adicionados antes da
proteina ao tubo para completa dissolucdo. Este procedimento permitia o contato da
proteina com os inibidores desde os primeiros momentos da agregagao. Controles com o

DMSO foram realizados e nao se observou efeito deste solvente dobre a agregacao.

3.4 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIAMILOIDOGENICA
DOS COMPOSTOS E CALCULO DO IC50

Os dados de atividade dos ligantes foram expressos em percentual de inibi¢gdo de
agregacao. Para isso, usamos o protocolo descrito em PETERSON E COLS., 1998.
Neste protocolo, considera-se a densidade otica (400 nm) da amostra de TTR na
auséncia de inibidores como 100 % de agregacdo e os percentuais de inibi¢do sdo
calculados com base nos valores de DO na presenca dos inibidores. Nos experimentos
em que usamos o Vermelho do Congo como sensor de agregacao, chamamos de 100 %

de agregacao a taxa de ligagao obtida nas amostras sem os inibidores.
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Por defini¢do, o IC50 ¢ a concentragdo de um composto necessaria para 50 % do
seu efeito maximo ser observado (GOODMAN E GILMAN’S, Pharmacology, 2008).
Os valores de IC50 foram calculados com base nas curvas de dose-resposta,
considerando-se como efeito maximo o maior percentual de inibicdo da agregacdo
observado na presenga de cada ligante. Interessantemente, em todos os casos, a maxima
inibi¢do foi de aproximadamente 80 %. Desta forma, a concentragdo de ligante

necessaria para se obter 40 % de inibi¢ao foi chamada de IC50.

3.5 - MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

As medidas de espectroscopia de fluorescéncia foram realizadas em um
espectrofluorimetro ISS PC1 (ISS Inc., Champaign, IL), contendo como fonte de luz
uma lampada de xendnio de 300 watts, utilizando-se fendas de 2 mm para excitacdo e 1
mm para emissdo. As medidas foram realizadas com a utilizagdo de cubetas de quartzo

de I mL. Nos experimentos de alta pressdo, foram utilizadas cubetas proprias.

3.5.1 - FLUORESCENCIA INTRINSECA

A fluorescéncia intrinseca das proteinas resulta da emissdo dos residuos
aromaticos de triptofano, tirosina e fenilalanina. Esses residuos, quando excitados em
um determinado comprimento de onda, absorvem energia e emitem fluorescéncia, que €
medida a um angulo de 90°. A emissdo dos triptofanos ¢ a que mais contribui para o
espectro de emissdo da proteina. Além disto, a fluorescéncia emitida pelo grupamento
indol dos residuos de triptofano ¢ bastante sensivel as mudancgas de polaridade do meio
em que se encontra, permitindo, assim, avaliar o grau de exposi¢do dos triptofanos,

relacionando-4 as mudangas nas estruturas terciaria e quaterndria das proteinas.

44



Materiais € Métodos

Assim, o maximo de emissdo de fluorescéncia deste residuo depende
diretamente da polaridade do ambiente em que o mesmo se encontra, podendo variar de
320 nm a 355 nm (WEBER, 1987). Quando o residuo de triptofano se encontra em um
meio mais hidrofébico, como o interior das proteinas, o0 maximo de emissdo fica em
comprimentos de onda menores e mais energéticos (em torno de 320nm). Entretanto,
quando o triptofano se torna mais exposto ou em ambiente mais polar, ou seja, em
maior contato com o solvente, 0 maximo de emissao se desloca para comprimentos de
onda maiores ¢ menos energéticos (em torno de 355 nm) (WEBER, 1987). Em nosso
trabalho, utilizamos, principalmente, a espectroscopia de fluorescéncia intrinseca dos
residuos de triptofano, excitando-se as amostras em 280 nm e medindo a emissdo de
fluorescéncia entre 300 e 400 nm. As intensidades de emissdo em cada comprimento de
onda formam um espectro que pode ser também interpretado pelo calculo da energia
média da emissdo na condi¢do avaliada, no nosso caso, a presenga dos diferentes
ligantes e temperaturas, através da medida do centro de massa espectral <v> em
nanometros, calculado pela equagdo [1]:

<v>=Xvi.Fi/ZFi
onde <v> representa o valor de centro de massa espectral em niimero de onda e Fi ¢ a
fluorescéncia emitida no nimero de onda vi.

Em outros casos, o efeito de uma determinada condi¢do desnaturante sobre a
proteina pode também ser representado pelo grau de desnaturacdo ou extensdo da
reacdo, representado por a e calculado pela equacido [2]:

o = (Vi- vo)/(vd - vo)

onde vi ¢ o valor de centro de massa em uma determinada condicao, vo € o centro

de massa da proteina enovelada (estado inicial) e vd € o valor de centro de massa da

proteina desnaturada (estado final).
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3.5.2 - FLUORESCENCIA EXTRINSECA

As medidas de fluorescéncia extrinseca desta dissertacdo foram feitas
com o uso da sonda fluorescente 1,8 anilino naftaleno sulfonado (ANS). Esta sonda se
liga a sitios hidrofobicos de macromoléculas e tem a intensidade de sua fluorescéncia
aumentada em até 200 vezes quando ligada a essas regides em relagdo a quando se
encontra livre em solucdo aquosa (PETERSON E COLS., 1975).

O ANS foi diluido em 4agua Mili Q e dosado por espectrofotometria, medindo-se
a absorbancia em 350 nm e utilizando-se como coeficiente de extingdo molar o valor de
4,95x 10° M cm™ (WEBER E COLS., 1964).

Para medir sua fluorescéncia nas condi¢gdes experimentais, as amostras foram
excitadas em 370 nm e as intensidades lidas de 400 a 600 nm. A 4rea sob o espectro
formado foi usada como medida do valor da intensidade da emissdo. Em todos os
experimentos a proteina foi incubada na presenga de 10 uM de ANS por 10 minutos, s6
entdo as medidas comegavam a ser feitas. A cada adi¢do dos ligantes, aguardavamos
mais 10 minutos antes da proxima medida.

Sabidamente, esta sonda, nas concentracdes estudadas, se liga aos sitios da
tiroxina tendo sua fluorescéncia aumentada em até 200 vezes relativamente a sua
fluorescéncia em tampao aquoso (WERBER E COLS., 1974; PETERSON E COLS.,
1975). Sendo assim, pretendiamos observar o seu deslocamento dos sitios pelo
decaimento de sua fluorescéncia, possibilitando-nos comparar as afinidades dos
compostos pela proteina.

Para calcular o percentual de ANS deslocado ao longo do experimento, a
seguinte formula matematica foi usada (equagdo 3):

D=100-[(F-F)/(Fo-Fy)] x 100
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Onde D ¢ o percentual de ANS deslocado; Fy ¢ a intensidade de fluorescéncia do
ANS livre em tampdo; F ¢ a intensidade de fluorescéncia do ANS em determinada

concentragdo de ligante ¢ Fy, € a fluorescéncia inicial do complexo TTR:ANS.

3.6 - ESPALHAMENTO DE LUZ

As medidas de espalhamento de luz refletem o tamanho das particulas em solugao.
A amostra deve ser excitada em um comprimento de onda em que a absor¢ao ¢ minima
e o espalhamento sera diretamente proporcional ao tamanho da particula. Desta forma, é
possivel monitorar o grau de agregacao das particulas observando o aumento relativo dos
valores de espalhamento de luz.

As medidas de espalhamento de luz foram realizadas excitando-se as amostras em
400 nm e e a luz espalhada coletada em um angulo de 90° da luz incidente pela
integragao das intensidades em uma janela entre 385-415 nm. A area sob o espectro
obtido neste intervalo foi calculada pelo programa Vinci (ISS Inc.) e comparada ao valor de

espalhamento de luz inicial (ELO). A razdo (EL/EL,) foi utilizada para se avaliar a extensao

da agregacdo das amostras.

3.7 - CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTO DESEMPENHO

Os experimentos de cromatografia liquida foram realizados com o intuito de
avaliar o estado oligomérico da TTR durante a sua cinética de agregacdo na presenca
dos ligantes. Foi usada uma coluna de exclusao molecular, GPC 300, acoplada a um
sistema de HPLC, contendo detectores de absorbancia e fluorescéncia (Shimadzu,

Japao).
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O sistema foi previamente equilibrado com um tampao de corrida (Tris-HCI 25
mM KCI1 100 mM pH 7,5) e o fluxo utilizado foi de 0,5 mL/min. O volume de injecdo
das amostras foi de 50 uL em cada corrida. A eluicdo das amostras foi monitorada pelo
acompanhamento da emissdo de fluorescéncia no comprimento de onda fixo de 330 nm

(com a excita¢do programada para 280 nm) e a absorbancia em 280 nm.

3.8 - LIGACAO AO VERMELHO DO CONGO (VC)

Para confirmar os dados de agregagao obtidos por medida das densidades
oOticas, usamos o corante especifico para amildide VC. Neste tipo de ensaio, o corante
foi diluido em tampdao CRBB para a concentracio de 10 uM. As amostras foram
diluidas para que atingissem a concentracao final de 1 uM. Desta maneira, em todos os
casos a razdo molar de proteina para corante foi de 1:10. As amostras foram incubadas
por 30 minutos e homogeneizadas em um “vortex” previamente a leitura da
absorbancia.

A densidade Optica das amostras foi medida nos comprimentos de onda de 470 e
540 nm em um espectrofotometro. A férmula (equacao 4):
VC = (As540/25295) — (A470/46306)
foi usada para calcular a quantidade de moléculas de VC ligadas por molécula de
proteina. Nesta equagao, VC ¢ a concentragao de vermelho do Congo ligada; Asq € a
absorbancia da amostra no comprimento de onda = 540 nm; A4y ¢ a absorbancia da
amostra no comprimento de onda = 470 nm; 25295 ¢ o coeficiente de extingdo molar do

VC ligado aos agregados amildides e 46306 quando livre em solucao.
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3.9 - ALTA PRESSAO HIDROSTATICA (APH)

Nos experimentos em que a APH foi utilizada como perturbador de estrutura de
proteinas, as amostras foram acondicionadas dentro de uma cubeta de quartzo em forma
de garrafa vedada com um tubo de polietileno compressivel, capaz de equalizar a
pressdo entre o meio hidrostatico (etanol absoluto) e a amostra. O etanol ¢ utilizado,
pois possui indice de refragdo igual ao do quartzo, o que permite as medidas
espectroscopicas (PALADINI & WEBER, 1981). Esta cubeta ¢ acomodada em uma
célula de alta pressdo constituida de aco vascomax temperado contendo trés janelas
Oticas de safira. As janelas Oticas permitem o acompanhamento das mudangas
espectroscopicas mesmo sob pressdo (PALADINI & WEBER, 1981). A célula ¢ entdo
acoplada através de uma abertura superior a um gerador de pressao (HIP 50000, HIP,
EUA) capaz de gerar até 50.000 psi (3.447 bar). Este gerador ¢ formado por um pistao,
duas vélvulas e um manoémetro por onde podemos regular a pressdo exercida sobre a
amostra. Nos experimentos nos quais o efeito do aumento da pressdo hidrostatica sobre
a TTR foi avaliado, a pressdo foi aumentada em passos de 0,2 kbar. As amostras foram
incubadas por 10 minutos em cada passo de pressdo antes que as medidas fossem feitas.
Nos experimentos em que medimos a agrega¢ao induzida por APH, as amostras eram
submetidas a APH (3,2 kbar) por 60 minutos. Apos este periodo, a pressdo retirada e as
medidas de espalhamento de luz acompanhadas ao longo do tempo.

Nos experimentos onde foi feito o calculo de pi», que é o valor de pressdo
necessario para causar metade do efeito observado na condicdo desejada, o célculo foi

feito pela equacdo da sigmoide, usada para ajustear a curva do grau de desnaturagdo (o)

em relacdo a pressao e considerando-se o = 0,5.
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4 - RESULTADOS
4.1 - ESPECTROS DE ABSORCAO UV-VIS. E FLUORESCENCIA DOS

COMPOSTOS AVALIADOS

Visto que, em geral, moléculas com anéis aromaticos apresentam propriedades
espectroscopicas bastante acentuadas, avaliamos primeiramente as caracteristicas de
absor¢do e fluorescéncia em solucdo aquosa do Lumiracoxibe (LUM), Indometacina
(IND), Sulindaco (SUL), Clorpromazina (CLO), Propranolol (PRO) e Cetoconazol
(CET) nos comprimentos de ondas que pretendiamos trabalhar. Os espectros de
absorbancia estdo na Figuras 11A e os de emissdo de fluorescéncia na Figura e 11B.
Essa analise era fundamental, uma vez que, utilizariamos a fluorescéncia e a
absorbancia para avaliarmos, respectivamente, a estabilidade e agregacdo da TTR na
presenca destes compostos.

Para obtermos os espectros de absorbancia, diluimos os compostos em agua na
concentragdo de 10 uM. Como podemos observar na Figura 11A, todos os compostos
absorvem luz em comprimentos de onda menores que 350 nm. Esse dado foi
determinante para escolhermos o comprimento de onda de 400 nm avaliar a agregacao
da TTR, pois, assim as leituras de agregacao nao seriam influenciadas pela presenca dos
compostos.

Para medirmos a emissao de fluorescéncia, as mesmas amostras e condi¢des
foram utilizadas. Excitamos as amostras no comprimento de onda de 280 nm e
coletamos as intensidades de 300 a 400 nm.

Como podemos observar no painel B, hd dois grupos bem distintos de
compostos quanto a emissao de fluorescéncia. A IND (=) e SUL (=) nao apresentam

fluorescéncia significativa nesta regiao do espectro. CET (—), CLO (=), PRO (=) e
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LUM (=) apresentam espectro pronunciado nesta faixa de comprimento de
comprimento de onda, o que certamente comprometeria os estudos de fluorescéncia na

Sua presenga.
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Figura 11 — Espectros de emissao de fluorescéncia e absor¢io dos compostos estudados: Indometacina
(—), Sulindaco (—), Cetoconazol (—), Clorpromazina (—), Propranolol (—) e Lumiracoxibe (—). A concentracdo
usada foi de 10 uM. Os compostos foram diluidos em agua mili Q. Os espectros de fluorescéncia foram
obtidos com a excitagdo em 280 nm e a intensidade coletada na faixa de comprimento de onda mostrada na

figura. (A) Espectros de absorbancia e (B) espectros de emissdo de fluorescéncia.
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4.2 — EFEITO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS NA AGREGACAO DA

TTR INDUZIDA POR ACIDIFICACAO

A cinética de agregagdo da TTR induzida por acidificacdo ja ¢ bastante
conhecida, e interessantemente, ¢ diferente de outras proteinas amiloidogénicas, nao
sendo dependente da formagdo de nucleos ou sementes (HUMASHMAN E COLS.,
2004) e que resulta na auséncia de fale lag. Além disso, sabe-se que o pH 4,4 promove
o inicio da agregacdo da proteina que provavelmente se da pela dissociacdo do
tetramero com formacdo de um intermedidrio amiloidogénico monomérico (LAI E
COLS., 1996). Ao final de 72 h a 37 °C, a reagdo de agregagdo encontra o equilibrio
(COLON E COLS., 1992; MCCUTCHEN E COLS., 1993).

Para avaliarmos a eficdcia dos compostos enquanto inibidores da agregacdo da
TTR, realizamos uma varredura inicial em pH acido conforme mencionado, pois , por
mecanismos ainda ndo elucidados, moléculas pertencentes ao mesmo grupo e classe
quimica podem apresentar diferentes potenciais de inibi¢do da agregacao (Miller E
COLS., 2004). Utilizamos como modelos a TTR selvagem (wt) e a variante L55P,
altamente amiloidogénica. Neste experimento, as proteinas (3,5 uM) foram incubadas
em pH 4,4, a 37 °C por 72 h na auséncia ou presenca dos ligantes (8 ou 35 uM, razio
proteina:composto de ~ 1:2 e 1:10). Ao final deste periodo, a agregacdo foi medida com
base na densidade otica a 400 nm (Figura 12A e B) ou ligagao de Vermelho de Congo
(Figura 2C e D). O Vermelho de Congo vem sendo usado como marcador especifico
para confirmar a presenga de agregados do tipo amildides em solu¢do ou em cortes
histologicos em combinagdo com a microscopia para confirmar a presenca de depositos

(METHODS IN ENZYMOLOGY, volume 309).
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Conforme observado na Figura 12, alguns compostos se mostraram eficazes e
outros ndo enquanto inibidores da agregacdo da TTR. CLO, PRO e CET, mesmo na
razdo 1:10, ndo foram capazes de inibir a agregacdo da TTR, ao passo que LUM, IND e
SUL mostraram efeito pronunciado e¢ dependente da dose. A ordem de eficiéncia
observada entre os inibidores foi a mesma para as duas proteinas estudadas, conforme a

seguir: Lumiracoxibe > Indometacina > Sulindaco.
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Figura 12 — Varredura inicial dos compostos candidatos a inibidores da agregacio da TTR. Os
painéis A e B mostram o resultado da varredura inicial com os 6 compostos testados nas concentragdes
de 8 (barras hachuradas) e 35 uM (barras cheias). Nestes painéis, a porcentagem de inibigdo foi
calculada com base na densidade Otica das amostras a 400 nm e considerando-se como 100 % de
agregacdo a D.O. das amostras agregadas na auséncia dos compostos. Os painéis C ¢ D mostram a
ligacdo do vermelho do congo das amostras incubadas com 35 uM dos compostos. A concentragdo de
proteina foi de 3,5 uM. Em todos os casos as amostras ficaram incubadas em pH 4,4 por 72 h a 37 °C.
Os painéis da esquerda sdo referentes a wt-TTR e os da direita a L55P. Para todos os painéis: (0) wt, (m)
L55P, (m) Lumiracoxibe, (m) Indometacina, (m) Sulindaco, (m) Clorpromazina, (m) Propranolol, (m)

Cetoconazol.
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Ao observarmos que moléculas semelhantes estruturalmente, como € o caso das
apresentadas até agora, causavam diferentes efeitos na agregacdo da wt e da LS5P-TTR,
resolvemos investigar se tal diferenca ocorria por mecanismos especificos de cada
molécula ou se o simples evento de ligagdo ao sitio de tiroxina seria suficiente para
inibir a agregacao desta proteina. Para isso, lancamos mao de um conhecido ligante do
sitio da tiroxina, o 1,8 anilinonaftaleno sulfonado (ANS) (PETERSON E COLS., 1975)
e realizamos o ensaio de agregacao, conforme descrito anteriormente, na sua presenga.

Conforme visto na Figura 13, o ANS na concentra¢do de 35 uM nio foi capaz de
inibir a agregacdo da proteina selvagem (painel A) ou da L55P (painel B). Este
resultado sugere que a simples ligagdo ao canal da tiroxina ndo ¢ o Unico requerimento
necessario para que haja inibicdo da agregacdo da TTR. Além da ligacdo ao canal da
tiroxina, talvez seja necessario que o composto faca interagcdes mais fortes e especificas
que impecam a dissociagdo dos tetrameros com a posterior mudanga conformacional

que leva a formacao do intermediario amiloidogénico.
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Figura 13. ANS nio foi capaz de inibir a agregacio da TTR. A wt (painel A) e a L55P

(painel B) foram incubadas na auséncia ou na presenca de 35 uM de ANS (wt:ANS, amarelo;

L55P:ANS, amarelo hachurado) em pH 4,4, 37 °C. Apos 72 h, a densidade otica em 400 nm foi

medida como indicador de agregacdo. A D.O. da amostra agregada na auséncia do ANS foi tida

como 100 % de agregacao (barra branca ou preta, wt ¢ L55P, respectivamente).
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A partir desta varredura inicial de compostos, continuamos nossos estudos com
os trés compostos mais promissores, a saber, Lumiracoxibe, Indometacina e Sulindaco.
Partimos entdo, para experimentos onde a concentracdo destes ligantes foi alterada de
forma crescente (curva dose-resposta).

Através destes experimentos, ¢ possivel se obter os valores de IC50 dos
compostos estudados. O valor de IC50 ¢ a concentragdo necessaria para se obter 50 %
do efeito esperado, no nosso caso, 50 % de inibi¢ao da agregacao.

Como observado na Figura 14, o aumento da concentragdo dos ligantes ¢
acompanhado de um maior efeito inibitério, tanto no caso da wt (painel A) quanto no
caso da L55P (painel B). Em todos os casos, observamos que existe uma concentragao a
partir da qual ndo existe aumento do efeito inibitdrio.

O composto Lumiracoxibe, no caso das duas proteinas, exerce seu maximo
efeito quando na concentragdo de 7 uM (razdo 1:2, proteina:LUM) onde inibe 78 % da
agregacdo. A Indometacina inibiu aproximadamente 75% da agregac¢do, porém na
concentracdo de 35 uM (razdo 1:10, proteina:IND). O composto Sulindaco, que se
mostrou menos eficiente até o momento, teve o seu maximo efeito observado em
concentragdes diferentes para as duas proteinas, sendo capaz de inibir 61 % da
agregacdo da proteina selvagem na concentragdo de 35 uM (razdo de 1:10,
proteina:SUL). No caso da L55P-TTR, o composto mostrou-se bastante ineficiente,
inibindo apenas 40 % da agregacdo na concentragdo de 14 uM, ndo mostrando aumento
do efeito mesmo, quando na concentragdao de 50 uM (Figura 14B).

Mais uma vez, a ordem de eficacia dos inibidores observada para as duas
proteinas foi: Lumiracoxibe > Indometacina > e Sulindaco. A Tabela 2 resume os

valores de IC50 obtidos através das curvas de dose-resposta realizadas:
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Figura 14 — Curva de dose-resposta dos compostos mais promissores como inibidores da
agregacio. As proteinas wt (painel A) e L55P (painel B) foram colocadas para agregar em pH 4,4
por 72 h a 37 °C. Apds este tempo, a D.O. em 400 nm foi medida para se avaliar a extensdo da
agregacdo. A Amostra agregada na auséncia de qualquer ligante foi tida como 100 % de agregacao.
Em ambos os casos a concentragdo de proteina foi de 3,5 pM e a dos ligantes variou de 0 a 50. Os

simbolos representam: Lumiracoxibe (m), Indometacina (A ) e sulindaco (V).

IC50 IC50 L55P-TTR
WT-TTR
+ LUMIRACOXIBE 5,20 uM 7,40 pM
+ INDOMETACINA 8,40 uM 11,70 uM
+ SULINDACO - -

Tabela 2. Valores de IC50 dos inibidores de agregacao. Os valores de IC50 foram extraidos do
ajuste das curvas de dose-resposta demonstradas na Figura 3, e representam a concentracao
necessaria para Lumiracoxibe e Indometacina exercerem 50 % de seu efeito maximo
(considerando-se como maximo 80 % de inibicdo). Nao foi possivel calcular os valores relativos

ao Sulindaco, pois este composto ndo atingiu mais de 50 % de eficécia.
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Uma vez caracterizadas as concentragdes minimas necessarias de inibidores para
inibir a agregacdo da wt e da L55P, decidimos realizar uma cinética de agregacdo na
presenga dos compostos. Para tal, incubamos a wt na concentragao de 3,5 uM e a L55P
na concentra¢cdo de 1 uM na presenca de 8 uM e 2 uM dos inibidores, respectivamente
(razdo de 1:2 proteina:ligante), de inibidores nas condigdes ja descritas. Foi necessario
diminuir a concentragdo da L55P para 1 uM, pois em concentragdes maiores nao seria
possivel monitorar as primeiras horas do processo de agregacdao devido a magnitude da
rapidez do processo.

Na Figura 15, painéis A e B, vemos o resultado do experimento ao longo das 72
h de incubagdo. Os compostos LUM, IND e SUL, de fato, modificam a cinética de
agregacdo das proteinas, inibindo-a, onde, mais uma vez, os dois primeiros se
mostraram mais efetivos.

O dado mais interessante desta cinética, porém, s6 ¢ observado quando
comparamos as primeiras cinco horas da agregacdo das proteinas estudadas (Figura 15C
e 15D). No caso da wt, ndo ¢ possivel ver efeito dos compostos nas primeiras horas da
agregacao e todas as curvas se sobrepoem. Ja a agregacao da L55P mostra claramente
efeito acentuado dos trés compostos, ja nas primeiras horas da agregacdo. Este dado
pode ter relevancia no entendimento dos mecanismos de inibicdo causados pelos
ligantes para as diferentes proteinas e, nos proximos experimentos, buscaremos entender

0s possiveis motivos para este fato.
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Figura 15 — Cinética de agregacio da TTR na presenca dos inibidores. A wt (o) (3,5uM) e

L55P (o) (1 pM) foram incubadas na auséncia ou presenga de 8 ou 2 puM de ligantes,

respectivamente. LUM (o), IND (®) e SUL (®). Nos tempos indicados nos graficos a D.O. em 400

nm foi medida. Os painéis A e B representam a cinética ao longo das 72 h do experimento. Nos

painéis C e D estdo ampliadas as primeiras cinco horas do mesmo experimento para melhor

visualizacdo desta fase da cinética.
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Observada a cinética de agregacao na presenca dos ligantes, resolvemos entao
avaliar se seria possivel intervir no processo, caso adicionassemos os inibidores apos o
seu inicio. Isto porque, conhecidamente, a TTR necessita dissociar para em seguida
sofrer uma mudanga conformacional indispensavel para o inicio da sua agregacdo em
condi¢des acidas. Desta forma, nos questionamos a respeito do mecanismo de ag¢ao dos
compostos. Seriam seus efeitos observados mesmo apods a dissociacao da TTR?

Incubamos entdo trés amostras de cada variante da TTR (3,5 uM) nas condigdes
acidas ja descritas. A uma delas, adicionamos o composto (35 uM) no tempo zero da
cinética (simbolos coloridos cheios) e na outra amostra adicionamos os compostos 20
horas ap6s o inicio do experimento (simbolos coloridos com vazados em preto). A
terceira das amostras agregou na auséncia de inibidores (simbolos vazios, wt; pretos,
L55P). O mesmo conjunto de experimentos foi repetido com o LUM (painéis A e B),
IND (C e D) e SUL (E e F). wt-TTR (painéis A, C e E) e L55P (painéis B, D e F). Os
resultados obtidos encontram-se na Figura 16.

Em relacdo a wt, ¢ bastante evidente que LUM e IND atuaram no processo de
agregacao, mesmo quando adicionados 20 h apos o inicio da cinética (painéis A e C,
simbolos coloridos com vazados de preto) causando ainda uma inibicdo de
aproximadamente 40%, com exce¢do da amostra que recebeu o tratamento com o
Sulindaco. Esse resultado ¢ compreensivel devido a baixa eficiéncia deste composto em
inibir a agregacao.

Analisando agora os resultados do mesmo experimento feito com a L55P-TTR
(painéis B, D e F), vemos uma diferenca no comportamento das amostras. Nenhum dos
trés inibidores apresentou qualquer efeito sobre a agregacdo desta variante quando
adicionados apds o tempo de 20 h, ao passo que foram bastante efetivos quando

presentes desde o inicio da cinética de agregacdo. Isto sugere que, no caso da L55P-
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TTR, a dissociagdo seguida de mudanga conformacional tem inicio nos primoérdios da
incubacdo em meio acido, e que, os compostos precisam estar presentes desde o inicio
do processo para preveni-la. No caso da wt, as mudangas na estrutura quaternaria e

tercidria seriam mais lentas e por isso os compostos efetivos por mais tempo.
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O resultado acima mencionado, e, de certa forma, inesperado para nods, nos
levantou o interesse de investigar o motivo de diferente comportamento dos compostos
sobre a wt e a L55P-TTR. Para este fim, usamos a estratégia da gel filtragdo, que
permite separar espécies de diferentes tamanhos. Através desses experimentos,
pretendiamos mapear cada uma das espécies presentes ao longo da cinética de
agregacao da wt e da L55P-TTR.

Incubamos entdo, a wt e a L55P-TTR nas condi¢des de agregacdo a 3,5 uM e
nos tempos indicados na Figura 17, injetamos uma aliquota em uma coluna de gel
filtragdo. O perfil de eluicdo de algumas das amostras pode ser visualizado nos painéis
B e C (wt e L55P, respectivamente).

Conforme visto nos painéis B e C, no inicio da cinética hd apenas um pico que
elui em 6 min que corresponde aos tetrameros da TTR. Esse pico vai perdendo
amplitude com o decorrer da cinética, sugerindo o desaparecimento dos tetrdmeros das
duas proteinas.

Com base nas intensidades maximas de fluorescéncia de cada um dos picos do
cromatograma, calculamos o percentual de tetrameros presentes ao longo da cinética
(Figura 17A), considerando a intensidade do pico no tempo zero como 100%.

Conforme visto no painel A, ap6s 10 h de agregacdo, ndo sdo mais detectados
tetrdmeros da proteina L55P, ao passo que neste mesmo tempo ainda estdo presentes
50% de tetrameros da wt. Infelizmente ndo foi possivel visualizar nesta coluna o pico
correspondente aos agregados, talvez pelo seu extenso tamanho. Estes resultados
explicariam a ineficiéncia dos compostos avaliados em inibir a agregacdo da variante
L55P quando adicionados 20 h ap6s o inicio da cinética, ja que neste tempo inexistem

tetrameros.
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Figura 17 — Desaparecimento dos tetrameros ao longo da cinética de agregacio da wt e da

L55P-TTR. O painel A representa o percentual de tetrameros presentes em solugdo da wt (o) e da

L55P-TTR (e) ao longo das 72 horas de agregacdo. Estes percentuais foram calculados com base

nas intensidades maximas de fluorescéncia dos picos dos cromatogramas mostrados em B e C.

Estes cromatogramas foram obtidos injetando-se aliquotas de 100 puL das amostras postas para

agregar a 3,5 uM, pH 4,4 a 37°C. A coluna utilizada foi a GPC 300 ¢ a emissao de fluorescéncia

foi monitorada a 330 nm ao longo da corrida.
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Os resultados observados anteriormente sugerem que os inibidores se ligam aos
tetramero da TTR, mais especificamente no canal de T4, e previnem a agregacido da
proteina. Para confirmar esta hipotese, utilizamos um mutante construido da proteina
selvagem que existe somente na forma de mondmero nas faixas de concentracdes
estudadas (M-TTR). Este mutante monomérico possui estrutura secundaria e terciaria e
perfil de agregacao idéntico a wt-TTR (JIANG E COLS., 2001).

No que diz respeito as condi¢cdes experimentais, ajustamos a
concentragdo de M-TTR para 14 uM. Esta concentracdo foi escolhida por ser
equivalente a 3,5 uM de wt-TTR, no que diz respeito a quantidade de mondmeros. Da
mesma forma, a concentragdo de inibidores foi elevada para 32 uM, mantendo-se assim
a mesma razao proteina: inibidor (~1:2).

Depois de incubadas por 72 h nas mesmas condigdes de agregacdo
estudadas at¢é o momento, as amostras foram avaliadas quanto a sua agregacdo pela
D.O. em 400 nm. Como observamos na Figura 18, nenhum dos trés ligantes, LUM, IND
e SUL foram capazes de inibir a agregacdo do M-TTR. Este resultado confirma que os
inibidores se ligam apenas ao canal de T4 presente apenas nos tetrameros,

estabilizando-os e prevenindo a dissociagao e formacao do intermedidrio amiloidogéico.
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Figura 18 — Efeito dos inibidores na agregacao do M-TTR. O M-TTR foi incubado na
concentracdo de 14 uM na auséncia (barra branca) ou na presen¢a de 32 uM de inibidores
(barras coloridas) em pH 4,4 por 72 h a 37 °C. A agregacio foi medida com base na densidade

otica medida em 400 nm ao fim de 72 horas de agregacgao.
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O proximo passo foi avaliar a afinidade dos compostos pela TTR. Para isso,
usamos a sonda ANS. A sonda hidrofobica 8-anilino naftaleno sulfonato de potassio
(ANS) ¢ conhecida por ter sua fluorescéncia aumentada em até 200 vezes quando ligada
a regioes hidrofobicas de macromoléculas (GITLER, 1972). No caso da TTR, esta
molécula sabidamente liga-se ao canal de T4 resultando em um grande aumento de sua
fluorescéncia (PETERSON E COLS., 1975). A ligacdo dos compostos neste mesmo
canal levaria ao deslocamento do ANS com concomitante decaimento de sua
fluorescéncia.

Primeiramente, realizamos uma curva de titulacdo de ANS com a wt e a L55P-
TTR para determinar qual seria a minima concentragdo necessaria para saturar os sitios
de interagdo TTR-ANS. Neste experimento mostrado na Figura 19A, incubamos a wt e
a L55P-TTR a temperatura ambiente, pH 7,5 na concentragdo de 1 uM e adicionamos
concentragdes crescente de ANS. A emissao de fluorescéncia foi entdo monitorada nos
comprimentos de onda entre 400 e 600 nm (inserto Figura 19A).

Conforme visto na Figura 19A, as duas proteinas apresentam afinidades
semelhantes ao ANS. Na concentragdo de aproximadamente 10 uM de ANS forma-se
um platd que indica a saturacao.

Visto que a menor concentragdo necessaria para saturar a ligacdo TTR-ANS foi
de 10 uM, usamos esta concentragdo para realizar o experimento de célculo da
afinidade dos ligantes observando o deslocamento da sonda através do decréscimo de
sua fluorescéncia. Para isso, incubamos a proteina na concentracao de 1 uM na presenca
de 10 uM de ANS por 15 min a 25 °C, pH 7,5. A esta solugdo foram acrescentadas
aliquotas de LUM, IND e SUL e a fluorescéncia do ANS era entdo avaliada nos

comprimentos de onda ja mencionados.
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. Como mostram as Figuras 19B e C, LUM deslocou aproximadamente 80 % do
ANS, enquanto que IND e SUL deslocaram apenas 40 % da sonda. Este resultado
sugere que o primeiro ligante tem uma afinidade maior pela proteina. Interessantemente,
a ordem de afinidade observada foi a mesma para a wt ¢ para a LS5P-TTR e, a saber,

LUM > IND = SUL.
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Figura 19 — Titulacdo de ANS e medicio das afinidades dos compostos pela TTR. O painel A
mostra a curva de titulagdo do ANS realizada com a wt (o) ou a L55P-TTR (e). No inserto estdo
mostrados os espectros do ANS para a wt. Os painéis B ¢ C mostram a % de ANS deslocado a
medida que concentragdes crescentes de Lumiracoxibe (@), Indometacina (®) ¢ Sulindaco (e) foram
adicionados a solugdo. (B) wt-TTR e (C) L55P-TTR. Em todos os casos, o comprimento de onda
usado para excitar a amostra foi de 370 nm e a fluorescéncia foi varrida de 400 a 600 nm. A

concentragdo de proteinas foi de 1 uM. A temperatura foi 25 °C e o pH 7,5.
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4.3 - EFEITO DO LUMIRACOXIBE, INDOMETACINA E SULINDACO

SOBRE A ESTABILIDADE DA wt E LS5P-TTR

Como ja dito anteriormente, a alta pressao hidrostatica (APH) ¢ uma ferramenta
peculiar ¢ muito usada em nosso laboratério para o estudo de agregagdo, estabilidade e
enovelamento de sistemas protéicos (FERRAO-GONZALES E COLS., 2000; FOGUEL
E SILVA, 2004; FOGUEL E COLS., 2003). Especialmente no caso da TTR, a alta
pressdo atua como um agente indutor da formacao de agregados amildides, pois induz a
formag¢ao de um intermediario tetramérico muito propenso a agregagao em condi¢des de
pH préximas a fisiolégicas, e que foi chamado por nés de T4* (FERRAO-GONZALES
E COLS., 2000).

Os estudos descritos na literatura, ¢ também nesta dissertacao, sobre a a¢ao dos
ligantes na agregacdo e estabilidade da TTR, foram obtidos usando-se como agente
perturbador da estrutura da proteina a desnaturag@o acida. Nesta sessdo, descreveremos
os efeitos dos inibidores na estabilidade da wt e da L55P-TTR usando a APH como
agente perturbador.

Com o uso desta ferramenta também, é possivel calcular a variagdo de volume
ligada a dissociacdo-desnaturacdo na presenca dos diferentes ligantes e relacionar o
efeito inibidor da agregacdo com a estabilizacdo da estrutura quaterndria e tercidria.
Para tal, avaliamos o maior ou menor grau de exposi¢ao dos triptofanos pelas medidas
de variagdo da energia total do centro de massa espectral dos triptofanos.

A TTR possui dois residuos de triptofanos, que estdo presentes nas posicdes 41 e
79 da cadeia primdria, sendo que o triptofano 41 ¢ o que mais contribui para a emissao

de fluorescéncia estudada.

72



Resultados

Ja foi descrito pelo nosso grupo que quando submetida ao tratamento com a
APH, a wt-TTR e variantes sofrem dissociagdo seguida de desnaturagdo parcial dos
mondmeros. (FERRAO-GONZALES E COLS., 2000; FERRAO-GONZALES E
COLS., 2003).

Resolvemos entdo, avaliar qual seria o ganho de estabilidade causado pela
ligag@o dos inibidores ao sitio da tiroxina. Para isso, submetemos a wt e a L55P-TTR a
um ciclo de pressdo a 1 e 37 °C, pH 7,5 na presencga ou auséncia do Sulindaco e da
Indometacina, sendo a concentracdo de proteina 1 uM e a de ligantes 10 uM (Figura
20). Escolhemos a temperatura de 1 °C porque essa temperatura sabidamente favorece a
dissociagdo da TTR e 37 °C por ser uma temperatura de relevancia fisioldgica.

Utilizamos para os estudos de estabilidade por fluorescéncia esses dois
inibidores, pois eles sao os Unicos avaliados por nés que nao interferem na emissao de
fluorescéncia dos triptofanos (Figura 11). Além disso, desejavamos comparar a
estabilidade com o efeito inibitorio e esses dois ligantes, apesar de terem sua estrutura
quimica bastante semelhante, apresentam atividades bastante diferentes quanto em
relagdo a inibi¢do da agregacao.

Os painéis da figura 20 mostram o perfil de dissociacdo-desnaturagao de 1 uM
da wt-TTR na auséncia ou na presenga de 10 uM de IND ou SUL. Os painéis A e C
mostram os experimentos feitos a 37 °C e os painéis B ¢ D mostram os experimentos
realizados ura a 1 °C. Como Utilizamos o deslocamento do centro de massa espectral do
triptofano para avaliar a dissociagdo-desnaturagdo da proteina (painéis A e B). Nos
painéis C e D estdao os dados expressos em extensao da reacdo ().

Conforme observado, nas duas condi¢des avaliadas, os dois compostos
aumentaram a estabilidade da proteina frente ao agente desnaturante. No entanto,

quando o experimento ¢ realizado a 37 °C, fica mais dificil de visualizar o efeito
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protetor dos compostos, uma vez que nesta temperatura a dissociacdo-desnaturagdo da
proteina ¢ parcial, mesmo na auséncia de aditivos. A 1° C, a proteina perde
estabilidade, passando a desnaturar em pressdes menores. A 1 °C o pl/2 de
desnaturac¢do na auséncia dos compostos ¢ de 980 bar, ao passo que a 37 °C ¢é de 2.257
bar, mostrando claramente o papel da diminui¢do da temperatura na estabilidade da
TTR (Tabela 3).

Conforme visto na Tabela 4, na presenca de IND e SUL os valores de p;/; foram
respectivamente, 2,607 e 1,240 bar, quando o experimento ¢ realizado a 1 °C. O valor
de p1/2 de desnaturacao obtido na presenca de IND mostra claramente a estabilizagdo
causada por este ligante a proteina. Este dado corrobora a maior eficiéncia deste
composto em inibir a agregacdo da proteina em relagdo ao SUL. Os valores de pl/2
obtidos quando o experimento foi feito a 37 °C ndo demonstram tao claramente o efeito
protetor dos compostos quanto a 1 °C e sdo de 2,867 e 2,540 bar na presenca de IND e

SUL respectivamente.
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Figura 20 — Perfil de dissociacido-desnaturacdo da WT-TTR na presenca dos ligantes. A wt-TTR foi
incubada na concentracdo de 1 uM na auséncia (©) ou na presenca de 10 uM de Sulindaco (e) e
Indometacina (@), a 37 °C (painel A) ou 1 °C (painel B) e em pH 7,5. A cada incremento de pressdo, a
reacdo era equilibrada por 10 minutos. Apos este tempo a fluorescéncia foi coletada de 300 a 400 nm, com
a excitagdo programada para 280 nm. O centro de massa espectral foi usado para avaliar a reagdo de
desnaturacdo. Tanto o Sulindaco quanto a Indometacina foram eficientes em aumentar a estabilidade da

proteina frente a APH.

Amostra pH 7,5 P, (bar) | P, (bar)1l
37 °C °C

WT-TTR 1 uM 2.257 980

+ INDO 10 uM 2.867 2.607

+ SUL 10 uM 2.540 1.240

Tabela 4. Valores de p;, de desnaturacao da wt-TTR:ligantes. Os valores de p;, foram obtidos

através do ajuste da curva de extensdo da reagdo (a) (Figura 8, painéis C e D).
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Realizamos o mesmo experimento descrito na Figura 20B (1°C) com a variante
L55P-TTR. Este variante apresenta uma grande instabilidade frente a APH
desnaturando em pressdes bem menores do que a wt-TTR (FERRAO-GONZALES E
COLS., 2003).

Conforme visto na Figura 21, os compostos Indometacina e Sulindaco foram
capazes de estabilizar fortemente o L55P contra a dissocia¢do-desnaturagdo induzida
pela APH. Esta estabilizacdo pode ser também vista na Tabela 5 que apresenta os
valores de py,; € de energia livre de Gibbs (AG).

Enquanto na auséncia dos inibidores o pi» do L55P foi de 514 bar, na presenca

de 10 uM Indometacina e Sulindaco foi de, respectivamente, 1.824 e 932 bar.
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Figura 21 — Efeito dos compostos na dissociacdo-desnaturacgio induzida por APH a 1°C.
A L55P-TTR foi incubada na concentragdo de 1 pM na auséncia (@) ou na presenca de 10 uM
de Sulindaco (e®) e Indometacina (®) a 1 °C, pH 7,5. A cada incremento de pressdo, a
fluorescéncia foi coletada de 300 a 400 nm, com a excitacdo em 280 nm. Em A estdo os
valores brutos em nandmetros e em B estdo os valores expressos em extensdo da reacgdo (),

obtidos através da equagdo 3.
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Amostra - pH7,5 P ., (bar) AG

L55P 1uM 514 -24.6
+ INDO 10 uM 1.824 -35,3
+ SUL 10 uM 932 -32,4

Tabela S. Valores de p;; e AG dos complexos L5SSP-TTR:ligantes.

Estudos anteriores mostraram que a APH promove uma mudanga
conformacional na wt-TTR que culmina em um intermedidrio amiloidogénico
tetramérico, o T4* (FERRAO-GONZALES E COLS., 2000). Este intermediario é
altamente propenso a agregacdo em pH 5 e 37 °C, sendo que ap6s de 30 min do retorno
a pressao atmosférica, a proteina forma agregados amildides.

Com vista ao exposto, resolvemos avaliar qual seria o efeito dos ligantes na
agregacdo induzida por APH. Para isso, submetemos a wt e a L55P-TTR na
concentragdo de 3,5 ¢ 1 uM respectivamente, a 3 kbar, 37 °C, pHS5, por 60 min na
auséncia ou na presenca dos inibidores de agregacdo, apOs este tempo a pressdao foi
removida e os valores de espelhamento de luz foram acompanhados como forma de
medir a agregacgao.

Conforme visto na Figura 22, na auséncia dos compostos os valores de
espalhamento de luz aumentam 10 e 17 vezes apds a descompressao da wt e da L55P
respectivamente. A L55P, conforme esperado, agrega bem mais do que a wt-TTR,
principalmente se lembrarmos que a concentragao de wt foi de 3,5 vezes maior que a da
variante.

Nos painéis A ¢ B (wt-TTR) a concentragao de inibidores foi de 8 e 35 uM

(aproximadamente 2 e 10 vezes respectivamente a concentragdo usada de proteina).
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Observamos que na razdo de 1:2 de proteina:ligante, LUM foi mais efetivo em inibir a
agregacao do que IND e SUL. O espalhamento de luz aumentou apenas 2 vezes na
presenga de LUM, 4 vezes na presencga de IND e 5 vezes na presenca de SUL. Quando a
razdo de proteina:ligante foi a de 1:10 a inibicdo aconteceu de forma bastante
semelhante entre os trés ligantes, chegando a ser de quase total no caso do LUM E IND.

Nos painéis C e D vemos o resultado do mesmo experimento feito com o
variante L55P. Sendo a razdo de proteina ligante de 1:2 (painel C), SUL praticamente
ndo apresentou efeito inibitério, e o espalhamento de luz na sua presenga aumentou 16
vezes. LUM continuou sendo o mais eficiente, € em seguida a IND. A mesma ordem de
eficiéncia foi observada no painel D (razdo de 1:10 de proteina:ligante). Na presenga de
LUM a agregacdo foi completamente inibida ao passo que, na presenga de IND o
espalhamento de luz aumentou em torno de 8 vezes e na presenga de SUL aumentou 10
vezes.

Em todos os ensaios a ordem de eficicia observada se manteve a seguinte:

LUM>IND>SUL.
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Figura 22 — Efeito dos compostos na agregacao induzida por APH. As amostras de wt a 3,5 uM ¢
L55P a 1 uM foram pressurizadas na auséncia (wt (0); L55P-TTR (e)) ou na presenga de LUM(e), IND
() e SUL (@) nas concentracdes de 8 e 35 uM (painéis A e B respectivamente) ¢ 2 ¢ 10 uM (painéis C e
D respectivamente). As condigdes experimentais sdo: 37 °C e pH 5. As amostras sio pressurizadas a 3
kbar por 60 minutos. Apds este tempo a pressdo € retirada e o espalhamento de luz medido até 30

minutos excitando-se as amostras em 400 nm e a luz emitida de 385 a 415 nm para monitorar a

agregacao.
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5. DISCUSSAO

Atualmente, ja se conhecem mais de 25 proteinas cujo depdsito extracelular esta
envolvido em amiloidoses (DOBSON, 2003; SELKOE, 2003; DE LORENZI E COLS.,
2004), o que justifica a busca por tratamento para essas doengas que tendem a aumentar
em importancia a medida que a expectativa de vida média da populagdo vai
aumentando.

A agregacao protéica tem inicio pelo mau enovelamento ou desnaturacdo parcial
de uma proteina funcional, culminando na formagdo dos agregados toxicos (LAI E
COLS., 1996; KELLY E COLS., 1997; GUIJARRO E COLS., 1998; MCPARLAND E
COLS., 2000; DUMOLIN E COLS., 2003). Estudos bastante recentes tém demonstrado
que esta desnaturagdo parcial, no caso de proteinas estruturadas, pode ser bastante sutil,
ndo requerendo grandes mudancas na conformagdo da proteina (CHITI E DOBSON.,
2009). Excecdo a esta regra ¢ a proteina do prion que requer grandes rearranjos de
estrutura secundaria previamente a sua agrega¢do (PRUSINER, 1998).

Muitos estudos tém sido feitos por diferentes grupos de pesquisa para elucidar os
mecanismos moleculares que expliquem as amiloidoses. Hoje em dia, j4 se conhece
varios aspectos envolvidos com a agregacdo protéica in Vvitro e mesmo in vivo. No
entanto, apesar desses esforcos, ndo existe ainda cura para nenhuma dessas doencas
(JOHNSON E COLS., 2008).

No que diz respeito as amiloidoses causadas pela TTR, o Unico tratamento
efetivo e ja adotado para tratar a PAF ¢ o transplante de figado. Neste procedimento, ¢
realizada a troca do figado produtor da TTR variante e amiloidogénica por um figado
que produz a proteina selvagem (HOLMGREN E COL., 1991; HOLMGREN E COLS.,

1993). Devido a falta de doadores e a outros problemas associados ao transplante de
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orgdo, esta cirurgia ndo pode ser realizada em larga escala para atender a todos os
pacientes de PAF (ANDO, 2005). Além disso, o transplante ndo ¢ uma terapia possivel
para a ASS, visto que esta doenga ¢ causada pelo acimulo da wt-TTR em pacientes
idosos (DUBREY E COLS., 1997; YAZAKI E COLS., 2000). Mesmo nos individuos
transplantados ndo ¢ possivel se eliminar os depdsitos presentes, sendo apenas possivel
retardar a deposi¢do de novos agregados.

Uma alternativa para o transplante ¢ que vém sendo bastante estudada, ¢ o
desenvolvimento de compostos que possam atuar em diferentes etapas do processo que
leva a agregagdo. No caso da TTR, estas etapas seriam: 1. O bloqueio da produgdo da
proteina alvo; 2. Aumento da taxa de degradacdo; 3. O aumento da estabilidade da
proteina nativa; 4. Diminui¢do da taxa de agregacdo e 5. A desestabilizacdo dos
agregados ja existentes aumentando sua dissociacdo e degradacdo (Figura 23)

(SARAIVA, 2002; SACCHETTINI E KELLY, 2002; COHEN E DOBSON, 2003).
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Figura 23. Possiveis estratégias para intervencao terapéutica. (1) inibicao da sintese da
proteina alvo (TTR); (2) aumento da taxa de degradacdo pela célula; (3) estabilizacdo da
proteina em sua estrutura nativa; (4) bloqueio da formagdo da fibra; (5) desestabilizacdo e

degradacdo da fibra.
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Diversas classes de compostos quimicos ja foram testadas nessas diferentes
etapas citadas e usando como modelo de agregacdo diferentes proteinas ou peptideos
(ALTLAND E COLS., 1999; YANG E COLS., 1999; SEBASTIAO E COLS., 2000;

KLABUNDE E COLS., 2000; CONWAY E COLS., 2002; FERRAO GONZALES E COLS.,
2005; EHRNHOEFER E COLS., 2008; BAURES E COLS., 2008).

No caso da doenga de Parkinson, recentemente foi demonstrado que
determinados tipos de flavondides, como a Baicaleina, que ¢ muito encontrado em chas
tradicionalmente presentes na alimentacdo chinesa, foram capazes tanto de inibir a
formagdo como desfazer os agregados ja existentes desta proteina in vitro (ZHU E
COLS., 2004). Este mesmo composto ja havia sido estudado também pela suas
atividades anticancerigenas e antialérgicas (SHIE E COLS., 2000; IKEZOE E COLS.,
2001). Em um estudo semelhante, avaliando também a inibicdo e a dissociacdo dos
agregados, Hirohata e colaboradores demonstraram que os antiinflamatérios ndo
esteroidais Ibuprofeno, Aspirina, Sulfeto de Sulindaco, Flurbiprofeno, Cetoprofeno e
Diclofenaco sdédico apresentaram de maneira dependente de dose os mesmos efeitos
observados para o flavondide mencionado (HIROHATA E COLS., 2007
EHRNHOEFER E COLS., 2008).

A doenca de Alzheimer (AD), que tem como uma de suas principais
caracteristicas a formagdo de agregados do peptideo A-Beta, pode ter seu curso
acelerado devido a mutagdes na proteina precursora do peptideo, a APP. Essas mutagdes
aumentam a taxa de clivagem da APP levando ao maior acimulo de agregados
(HOWLETT, 1999; YANG, 2001; FINDEIS, 2002). Apesar da sequéncia exata de
eventos que desencadeiam os sintomas da doenca ainda estarem em debate, ¢ cada vez
mais aceito que a resposta inflamatoria causada pelo acimulo dos agregados, com
conseqliente ativacao das células da microglia, proliferacdo de astrocitos e aumento dos

niveis de proteinas ligadas ao estresse oxidativo ¢ fundamental para o agravamento dos
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sintomas (GOLDE E COLS., 2002). Desta maneira, muitos compostos
antiinflamatérios em uso continuado t€m sido apontados com protetores contras os
sintomas da AD, visto que estes compostos combatem tais respostas inflamatorias
(AKYIAMA E COLS., 2000; SELKOE E COLS., 2001).

Em relagdo a degradacdo dos agregados ja formados, podemos citar o caso do
composto 4'-deoxy-4'-iododoxorubicin (IDOX). Este composto se mostrou efetivo em
desfazer fibras da proteina TTR, transformando-os em agregados amorfos e nao toxicos,
mas, infelizmente, o IDOX ¢ cardiotéxico (PALHA E COLS., 2000). A interagdo deste
composto com espécies oligoméricas da variante L55P da TTR vém sendo estudada
para permitir o desenvolvimento de um composto similar ndo téxico (SEBASTIAO E
COLS., 2000). Vale ressaltar que um composto capaz de desfazer fibras ja formadas
poderia ser util no tratamento de amiloidoses causadas por diferentes proteinas
amiloidogénicas, ja que as fibras apresentam morfologia semelhante. No entanto, face a
recente observacdo de que as fibras maduras ndo seriam toxicas, mas sim espécies
protetoras, ¢ necessario que se revise tal estratégia (REIXACH E COLS., 2003;
ANDERSSON E COLS., 2003).

O mau enovelamento que ocorre no reticulo endoplasmatico ¢ altamente
controlado pelo complexo sistema chaperonas-proteassoma. Ja& o desvio da rota
produtiva que ocorre em etapas posteriores a secre¢do celular ¢ mais dificil de ser
contornado. Além disso, o processo de degradacdo de proteinas e agregados diminui
muito com as doengas e principalmente com a idade (COHEN E KELLY, 2003). Nestes
casos, a estabilizacdo do estado nativo da proteina pelo uso de “chaperones quimicos” ¢
uma estratégia vantajosa, especialmente em relagdo a amiloidogenicidade da TTR, e

esta estratégia vem sendo amplamente estudada.
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Todas as mutagdes da TTR descritas até hoje e relacionadas a PAF diminuem a
estabilidade dos tetrdmeros ou aumentam a taxa de dissociagdo e, conseqiientemente, a
amiloidogenicidade (HAMMASTROM E COLS., 2002). A busca por uma molécula
que estabilize a estrutura nativa da TTR, aumentado a barreira energética que leva a
dissociacao, teve inicio pela observacdo da inexisténcia de agregagcdo da TTR no fluido
cérebro espinhal. Neste fluido, mais de 90 % da TTR encontra-se ligada ao hormonio
T4 e nem mesmo o seu mutante mais agressivo, LS5P-TTR ¢ capaz de agregar no SNC
(MIROY E COLS., 1996; PETERSON E COLS., 1998).

Desde que foi demonstrado pela primeira vez que o Acido Flufenimico, um
antiinflamatério ndo esteroidal (AINE), foi capaz de abolir quase completamente a
agregacdo da TTR in vitro (PETERSON E COLS., 1998), dezenas de compostos
candidatos a inibidores de agregacdo da TTR ja foram testados e mostraram prevenir
eficazmente a agregacdo desta proteina, mesmo apds longos periodos de incubagdo
(MIROY E COS., 1996; KELLY E COLS., 1997; PETERSON E COLS., 199§;
BAURES E COLS., 1998; OSA E COLS., 1999; PETRASSI E COLS., 2000;
KLABUNDE E COLS., 2000; WHITE E KELLY, 2001; PURKEY E COLS., 2001;
OSA E COLS., 2002). Apesar de todos estes estudos, ainda ndo se chegou a um
composto realmente eficaz para fins terapéuticos, principalmente pelos seguintes
motivos: 1) os compostos avaliados até hoje se ligam também a outras proteinas
plasmaticas e desta forma a concentracdo utilizada deveria ser bastante elevada para
atingir o alvo especifico, ou seja, a TTR (DAMAS E SARAIVA, 2000; SACCHETTINI
E KELLY, 2002); 2) os ligantes mais promissores avaliados até¢ hoje sdo da classe dos
(AINEs) ou derivativos destes. Desta forma, estes compostos apresentam atividade
inibidora das enzimas ciclooxigenases. Ciclooxigenases sdo enzimas responsaveis pela

formacgao de importantes mediadores biolodgicos, como as prostaglandinas. Essa inibi¢ao
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continuada pode causar severos efeitos colaterais, como irritagdo gastrointestinal,
ulceras e sangramentos, além da diminuicdo da producdo desses mediadores que
desempenham importantes fungdes biologicas (WALLACE, 2001; CRYER, 2001).

Diferente dos compostos quimicos mencionados, Green e colaboradores
relataram em 2005 que o flavondide Genisteina, presente em abundancia na soja, foi
eficiente em inibir a agregacdo da wt, V30M e V122I-TTR in vitro (GREEN E COLS.,
2005). Neste trabalho foi demonstrado que a Genisteina ¢ altamente seletiva para a TTR
em relacdo a outras proteinas plasmaticas e possui por ela grande afinidade. Apesar de
promissora, a Genisteina pode influenciar diversas vias metabolicas de forma ndo
desejavel, como por exemplo, a inibi¢cdo da a¢do das tirosinoquinases (POLKOWISKI E
COLS., 2000; RAVINDRANATH e COLS., 2004) e por isso sdo necessarios
indispensaveis testes clinicos adicionais para uso em longo prazo.

Neste trabalho, testamos seis compostos como possiveis inibidores da agregacao
da TTR, usando a proteina selvagem e o mutante mais amiloidogénico descrito até a
data, o L55P-TTR, como modelos. Todos eles, ja foram ou sdo ainda usados para outros
fins terapéuticos conforme mostra a Tabela 1 na Introdug@o. Indometacina e Sulindaco
j4 foram estudados como inibidores da agregacdo da TTR, porém, apenas estudos
iniciais foram realizados demonstrando sua a¢dao (BAURES E COLS., 2008).
Lumiracoxibe, Clorpromazina, Cetoconazol e Propranolol ndo haviam ainda sido
avaliados como inibidores da agregagdo da TTR.

Demonstramos que os seis compostos escolhidos, apesar de sua semelhanga
estrutural, ndo proporcionaram a mesma taxa de inibi¢do da agregacdo da wt ou da
L55P-TTR. Diferentemente do que ¢ sugerido por alguns autores de que a presenca de
pelo menos dois anéis aromaticos € um nimero minimo de grupamentos (OH) seriam

suficientes para configurar um bom inibidor da agregacdo da TTR (PORAT E COLS,,
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20006), apenas trés dos compostos avaliados com essas caracteristicas apresentaram
atividade (LUM, IND e SUL), ao passo que CLO, PRO e CET nao foram efetivos em
bloquear a agregacdo. Este dado pode ter relevancia para o desenho racional de
farmacos eficientes para o uso terapéutico nas amiloidoses causadas pela TTR.

Ainda em relagdo a especificidade do mecanismo de agdo dos compostos, alguns
estudos tém sugerido que a ocupancia de pelo menos um dos sitios de ligagdo do
hormdnio tiroxina seria suficiente para causar o efeito inibitorio (WISEMAN E COLS.,
2004). Esta idéia tem sido confrontada por estudos demonstrando que interagdes
especificas devem se estabelecer entre o composto e a proteina para ser o efeito
inibitorio observado (BAURES E COLS., 1999; JOHNSON E COLS., 2008).

A sonda hidrofobica ANS, nas concentragdes estudadas por nos, se liga aos dois
sitios do hormdénio (WERBER E COLS., 1974, PETERSON E COLS., 1975), mas,
como demonstrado pelo ensaio de agregacdo, este ligante ndo foi capaz de inibir a
agregacao da wt-TTR nem mesmo sutilmente (Figura 13), o que nos permite concordar
com a segunda hipotese mencionada, reafirmando que interagdes especificas entre a
proteina e o ligante devem existir para que ocorra o efeito inibitorio. Seria interessante
determinar a estrutura da TTR ligada ao ANS para tentarmos identificar os aminoacidos
envolvidos nessa ligacdo e compara-la com a estrutura da TTR complexada aos ligantes
efetivos enquanto inibidores.

A maioria dos estudos que avaliaram a eficiéncia dos inibidores se detiveram a
observar apenas o ponto final da extensdo de agregacdo das variantes da TTR na
auséncia ou presenca dos compostos em estudo, e, a partir dai, a taxa de inibicao foi
inferida (MIROY E COS., 1996, PETERSON E COLS., 1998; OSA E COLS., 2002).
Ao acompanharmos a cinética completa de agregacao durante as 72 h, descobrimos que

existe uma diferenca entre os efeitos dos inibidores sobre a agregacao da wt e da L55P,
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efeito este que pensamos estar relacionado ao diferente perfil de dissociacdo-agregagao
destas duas proteinas. Ao investigarmos esta hipdtese, acompanhando pela gel filtragao
as espécies presentes ao longo da cinética de agregagdo das duas proteinas, concluimos
que a diferenca de a¢do dos compostos sobre a agregacdao das proteinas se deve a
presenga ou ndo de tetrameros em solucdo. De fato esses compostos s6 sdo eficientes
enquanto inibidores quando ligados ao tetramero da TTR. Uma vez dissociados gerando
mondmeros, 0s compostos nao foram mais capazes de agir (Figura 16).

Como ja foi dito, os eventos iniciais que deflagram a agregacdo da TTR em
condi¢cdes acidas, envolvem a dissociagdo do tetramero em monOmeros parcialmente
desenovelados, para, em seguida, acontecer a formagdo das fibras (LAl E COLS,,
1996). Mesmo tendo demonstrado que o alvo principal desses trés inibidores seria o
tetramero nativo da TTR, poderiam estar ocorrendo ainda outros mecanismos de
inibi¢do. Ou seja, além de se ligar ao tetramero das duas proteinas, os compostos
poderiam estar impedindo a ida do mondémero dissociado a conformacao
amiloidogénica e/ou impedindo a formacado de fibras em etapas posteriores (HOWLETT
E COLS., 1999; YANG e COLS., 2005; PORAT E COLS., 2006). Desta maneira, caso
os compostos estivessem impedindo a ida do mondmero dissociado a conformagdo
amiloidogénica e/ou prevenindo a formagdo de fibras, observariamos efeito inibitorio
dos ligantes quando estes fossem incubados com o mondmero engenheirado da TTR
(M-TTR). Isto nao foi visto (Figura 18), o que nos permite afirmar que a ligagdo ao
tetrAmero nativo ¢ o mecanismo de inibicdo da agregacdo dos compostos aqui
estudados.

Uma vez que a concentracdo plasmatica da TTR no sangue ¢ considerada alta
(3,6 uM), a concentragdo de compostos promissores como inibidores deverda ser

ajustada de modo a ser suficiente para prevenir sua dissociagao in vivo (SACCHETTINI
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E KELLY, 2002). Além disso, pode acontecer a ligagdo a outras proteinas plasmaticas
de forma inespecifica. Observamos em nossos experimentos que LUM possui grande
afinidade pela wt e pela L55P-TTR, enquanto SUL e IND s3o menos afins (Figura 19).
Podemos sugerir com estes dados de afinidade em conjunto com os dados de dose-
resposta obtidos pelas curvas de concentragdo que o maior efeito do LUM em baixas
concentragdes (Figura 14) se da pela ocupacgdo dos dois sitios de T4 logo nas primeiras
concentragdes adicionadas, ja que a ocupancia dos dois sitios ¢ um requisito importante
para uma maior estabiliza¢cdo da estrutura da proteina (HAMMARSTROM E COLS.,
2003; GREEN E COLS., 2003).

A grande maioria dos estudos de agregacao in vitro com a TTR usa o tratamento
acido prolongado (72 — 96 h) como forma de induzir a fibrilogénese. Este protocolo
apresenta o inconveniente do longo periodo de incubacdo para se poder observar a
extensdo maxima da reagdo de agregacdo. Em se tratando do screening de uma grande
biblioteca, seria desejavel a descrigdo de um protocolo mais rapido. Com o intuito de
aperfeigoar esse tipo de protocolo, Dolado e colaboradores em 2005 usaram o mutante
altamente amiloidogénico da TTR, o Y78F-TTR que agrega em cerca de 1,5 h em pH
4,2. (DOLADO E COLS., 2005). Infelizmente, este protocolo tem a desvantagem de
utilizar um variante raramente encontrado naturalmente, além de um pH extremamente
acido (pH 4,2), o que pode modificar a estrutura quimica dos compostos por
protonagao.

Em nosso laboratorio, a ferramenta da APH tem sido amplamente usada para
estudar o enovelamento e o processo de agregacdo de diferentes sistemas protéicos
(FERRAO-GONZALES E COLS., 2003; ISHIMARU E COLS., 2003; CORDEIRO E
COLS., 2004) Em 2000, nosso grupo mostrou que apdés um ciclo de pressdo e

descompressdo em pH 5 - 5,6 a 37°C a wt, V30M e a L55P-TTR formavam agregados
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amiléides em menos de 30 min (FERRAO-GONZALES E COLS., 2000). Sendo o pH
utilizado neste ensaio mais proximo ao fisioldégico do que o que vem sendo usado (pH
4,4) e o tempo necessario para a formagdo dos agregados bastante reduzido (cerca de
20-30 minutos), adotamos este protocolo para avaliar a eficacia dos compostos em inibir
este tipo de agregacdo. O resultado obtido (Figura 22) foi totalmente de acordo com
aqueles ja observados quando o agente indutor foi o baixo pH. A mesma ordem de
eficacia foi observada para LUM, IND e SUL quando comparamos os dados de APH
(Figura 22) e baixo pH (Figura 12). Este resultado sugere o uso da APH como uma nova
metodologia para o screening de compostos antiamiloidogénicos, possibilitando o teste
de varios deles em um curto espago de tempo e em condigdes experimentais um pouco
mais proximas das fisioldgicas.

IND e SUL apresentaram-se como o melhor e pior inibidores da agregacdo da
TTR induzida por APH baixo pH, respectivamente. Quando avaliamos suas formulas
quimicas, vemos que a principal diferenca entre eles ¢ a substitui¢do de um atomo de
cloro por um de flior e a presenca de um atomo de Enxofre no Sulindaco. A auséncia
de emissao de fluorescéncia nos comprimentos de onda nos quais o triptofano emite nos
permitiu avaliar a estabilidade conferida por eles a TTR.

Utilizando a APH como agente perturbador, observamos que IND estabiliza a
estrutura da wt-TTR de tal forma que nem mesmo na temperatura de 1°C a proteina foi
desnaturada pela pressdo (Figura 20). J4& o SUL proporcionou grande estabilizagdo,
porém ndo impediu a desnaturacdo induzida por APH. Os valores de p, obtidos na
presenca de IND e SUL foram 2.607 e 1.240 bar, respectivamente. A ordem de
estabilidade foi a mesma observada nos experimentos de agregagdo: wt:IND > wt:SUL
> wt. Sabendo da formacdo do intermediario amiloidogénico da wt-TTR apds o

tratamento com a pressdo, o T4*, caracterizado pelo nosso grupo, poderiamos imaginar
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que os compostos pudessem estar impedindo a sua formacdo e por isso a agregacdo
frente & APH estaria sendo inibida. Uma outra possibilidade é que, em sendo o T4*mais
instdvel que o T4, esses compostos estariam prevenindo a dissociagdo do Ts* em
monodmeros amiloidogénicos. Este dado reforca a idéia da relagdo inversa existente
entre amiloidogenicidade da variante com sua estabilidade termodindmica, onde o
ganho de estabilidade diminui a amiloidogenicidade (FERRAO-GONZALES E COLS.,
2000; FERRAO-GONZALES E COLS., 2003; HAMMARSTROM E COLS., 2006).

Para tentar elucidar as bases estruturais da diferenga no efeito
antiamiloidogénico e estabilizador de IND e SUL observados sobre a TTR, em
colabora¢do com o professor Luis Mauricio da Faculdade de Farmacia, resolvemos as
estruturas cristalograficas dos complexos wt-TTR:IND e wtTTR:SUL. Por opg¢ao nossa,
esses dados ndo foram incorporados na se¢do de Resultados desta dissertagdo, uma vez
que a minha participacdo nesses experimentos foi apenas na fase final, ou seja, a de
interpretacdo dos dados.

A estrutura global da TTR se manteve praticamente inalterada pela ligagao dos
dois compostos, apresentando uma mudanca muito sutil (< 0,5 A) nos desvios das
distancias dos Ca entre as sobreposi¢des das estruturas, usando a forma “apo” como

referéncia (Figura 24).
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Figura 24. Efeito dos ligantes sobre a estrutura global da TTR. A estrutura
cristalografica da wt-TTR na forma “apo” encontra-se em preto e sobreposta a estrutura
do complexo wt-TTR:IND (painel A, verde) e wt-TTR:SUL (painel B, azul). Observe a
presenca dos ligantes em seus dois possiveis modos de ligacdo no sitio do T4 e a perfeita

superposicdo das formas apo e holo, indicando auséncia de mudangas.
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Uma observacgao mais detalhada do sitio de interacdo dos compostos revela que
o numero de interagdes existentes entre WtTTR:IND ¢ superior em relagdo ao complexo
wtTTR:SUL, além das distancias de tais interagdes serem menores no primeiro caso,
sendo assim mais robustas. No total, existem trés interagdes principais entre IND e a wt-
TTR, a saber: uma intera¢io de hidrogénio com a Lys 15 (2,7 A), uma interaco de van
der Walls entre o cloro da IND e a hidroxilas da Ser 117 (3,2 A) e Thr 119 (2,8 A). Em
relacdo ao SUL, a uUnica interagdo existente ¢ uma ponte indnica formada entre o
carboxilico do SUL e a amina da Lys 15 (3,66 A) (FIGURA 25). Outras interagdes
como van der Walls e hidrofébicas ainda tomam parte no reconhecimento desses
ligantes pela TTR . Essas interagcdes ocorrem de modo similar em ambos os canais de

T4, onde sdao encontrados IND e SUL.

wt-TTR:IND wt-TTR:SUL
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Figura 25. Esquemas das interacoes dos ligantes IND (esquerda) e SUL (direita) com os
aminoacidos formadores do sitio da Tiroxina. Gerado pelo programa computacional Lig
plot (http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/ligplot/ligplot.html). (WALLACE E COLS,,
1995).
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Este aumento de estabilidade foi mais notério no caso do mutante L55P-TTR,
assim como mais visivel a diferenca de eficacia entre os dois ligantes. Este mutante tem
sua taxa de dissociacdo mais acelerada em relacdo a wt-TTR, como demonstrado por
noés, frente ao baixo pH (Figura 17) ou frente a outros agentes quimicos desnaturantes
(HAMMARSTROM E COLS., 2002). Como demonstramos ao longo desta dissertacao
que o momento crucial para a ag¢do dos compostos ¢ a prevencdo da etapa de
dissociacao dos tetrameros, fica claro o motivo de tal efeito observado.

Sendo entdo, mais uma vez demonstrado que estabilidade e amiloidogenicidade
estdo diretamente relacionadas, tanto o desenho de farmacos mais eficientes e
especificos como alguma outra forma de estabilizar a estrutura nativa da TTR parece ser

uma busca interessante para a cura das amiloidoses relacionadas a esta proteina.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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